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In der vorliegenden Arbeit wurden die Effekte der ”peroxisomen proliferator activated 
receptor-γ“ (PPAR-γ)-Liganden auf die kardiovaskuläre Differenzierung in murinen 
embryonalen Stammzellen (mES-Zellen) untersucht. 
Als ideales in vitro-Modell zur Analyse der Kardiovaskulogenese wurde der ”embryoid 
body“ (EB) etabliert (Spielmann et al., 1997), womit er sich zur Wirkungsuntersuchung von 
PPAR-γ-Agonisten und -Antagonisten auf die kardiovaskuläre Differenzierung eignet 
(Rosenson et al., 2012). Die vorgestellten Ergebnisse dienten zum einen der 
Charakterisierung der mES-Zellen und zum anderen der Beschreibung der Effekte von 
PPAR-γ-Liganden auf die Entwicklung der glatten Muskulatur, des Endothels und der 
Kardiomyozyten. Unsere Daten zeigten ein streng ablaufendes Muster der kardiovaskulären 
Protein- und Genexpression im EB. Die Synthese von ”fetal liver kinase 1“ (Flk1), dem 
Schlüsselmolekül während der Differenzierung mesodermaler Zellen (Hannig et al., 2010), 
beginnt am Tag 3, dabei präsentierte sich am Tag 5 eine maximale Hochregulation. Wir 
dokumentierten weiterhin, dass einen Tag später die Expression des Endothelmarkers CD31 
einsetzt. Die Differenzierung der glatten Muskulatur erfolgte zeitlich versetzt, beginnend am 
Tag 8 und erreichte das Maximum am Tag 12. Die Entstehung bzw. das Einsetzen spontaner 
Kontraktionen der Kardiomyozyten konnte ab Tag 8 beobachtet werden (Hescheler et al., 
2002). Parallel zu den beschriebenen Expressionsmustern regulierte die untersuchte Zelllinie 
die verschiedenen Isoformen der PPARs: PPAR-α, -β/δ, -γ hoch, was deren Beteiligung an 
den Entwicklungsprozessen nahelegt. Die anschließende Inkubation mit PPAR-γ-Agonisten 
und -Antagonisten sollte Aufschluss über die Beteiligung von PPAR-γ auf die 
Kardiovaskulogenese geben. Die Behandlung mit dem PPAR-γ-Agonisten Ciglitazon 
verursachte in mES-Zellen eine Reduktion der endothelialen Zellen und der Kardiomyozyten. 
Somit inhibiert die Aktivierung des PPAR-γ die Herz-Kreislauf-Entwicklung, wohingegen die 
Differenzierung der glatten Muskulatur positiv beeinflusst wird. Die Stimulation der mES-
Zellen mit GW9662, einem spezifischem PPAR-γ-Antagonisten, zeigte eine Effektsteigerung 
auf die ”reactive oxygen species“ (ROS)-Generierung und damit auf die Kardiomyogenese. 
Des Weiteren erhöhte die Inhibierung der PPAR-γ die Bildung von endothelialen Strukturen, 
störte aber die Genese der glatten Muskulatur. 
Die vorliegende Arbeit kann damit entscheidende Wirkungsmechanismen von PPAR-γ-





verdeutlicht die Inkubation mit PPAR-γ-Agonisten im in vitro-Modell das Scheitern von 







In this study we analysed the effects of peroxisomen proliferator activated receptor-γ 
(PPAR-γ)- ligands on the cardiovascular differentiation of murine embryonic stem (mES) 
cells. 
As an optimal in vitro-model for the analysis of cardiovascular genesis the embryoid bodies 
(EBs) was established (Spielman et al., 1997). Thus, the EB is suitable for studying the effect 
of PPAR-γ-ligands on cardiovascular differentiation (Rosenson et al., 2012). Our results 
documented the properties of the stem cell line and furthermore, the influence of PPAR-γ-
agonists and –antagonists on the development of smooth muscle cells (SMC), cardiomyocytes 
and endothelial cell differentiation. The characterisation of the EB differentiation revealed a 
strict time dependent patterning of cardiovascular protein and gene expressions. The synthesis 
of fetal liver kinase 1 (Flk1), which is the key molecule during the differentiation of 
mesodermal-derived cells (Hannig et al., 2010), starts at day three and increases until day 
five. Our results demonstrated that the expression of the endothelial marker CD31 was 
induced at the following days with a peak in day 5 old EBs. Smooth muscle cells began to 
differentiate at day 8 with a peak at day 12. We observed the development of cardiomyocytes 
in the in vitro-model and their spontaneous beating at day 8 (Hescheler et al., 2002). 
Furthermore, the different isoforms of PPARs (PPAR-α,-β/δ, γ) were expressed during the 
developmental process of EBs. The following incubation with PPAR-γ-agonist and -
antagonists should prove the involvement of the PPAR-γ in cardiovascular differentiation. 
Therefore, ciglitazone (CGZ) as a PPAR-γ-agonist induced a down regulation of endothelial 
cell differentiation (CD31+ cells) and differentiated cardiomyocytes. As a consequence the 
inhibition of the cardiovascular system by the activation of PPAR-γ was observed, but on the 
other hand, we could show that CGZ had a positive effect on the smooth muscle 
differentiation. However, the specific PPAR-γ-antagonist, GW9662 stimulated the reactive 
oxygen species (ROS) generation, what is associated with the cardiomyogenesis. 
Additionally, the inhibition of PPAR-γ by GW9662 caused the development of endothelial 
but disturbed the genesis of smooth muscle cells. 
In summary, we could explain the connection between the PPAR-γ and the cardio- and 
vasculogenic development. We could clarify by the incubation with PPAR-γ-agonists in 








Die world health organisation (WHO) dokumentierte 2008 mehr als 17 Mio. Todesfälle durch 
kardiovaskuläre Krankheiten (Mendis et al., 2011), womit Herz-Kreislauf-Erkrankungen zu den 
weltweit häufigsten Todesursachen zählen. Als Posttherapiemöglichkeit wird der Einsatz sowohl 
adulter als auch embryonaler Stammzellen zur Regeneration von Kardiomyozyten und 
koronaren Gefäßen diskutiert (Li et al., 2009). Deshalb ist es von essenzieller Bedeutung, im 
Rahmen der Grundlagenforschung die Herzentwicklung in vitro und in vivo zu erforschen. Mit 
dem in vitro-Modell ”embryoid body“ (EB) ist es möglich, die Schritte der Embryogenese und 
deren Differenzierungs- und Wachstumsprozesse im Detail zu untersuchen, da sich dessen 
Zellen spontan zu allen drei Keimblättern entwickeln (Wobus et al., 1997, Wobus und Boheler, 
2005). Aus diesem Grund wurden in dieser Arbeit mES-Zellen hinsichtlich der Rolle von 
PPAR-γ-Liganden auf die kardiovaskuläre Differenzierung untersucht 
1.2 Das kardiovaskuläre System 
 
Das kardiovaskuläre System setzt sich aus dem Herzen (lat. cardia) und den Blutgefäßen 
(lat. vasa) zusammen. Das Herz-Kreislauf-System, ist das erste Organsystem der 
Vertebraten, welches während der embryonalen Entwicklung angelegt wird. Es dient zur 
Versorgung des Embryos mit Nährstoffen und Sauerstoff schon während der frühen Phase 
der Embryogenese. Die mesodermalen Progenitorzellen differenzieren sich im Laufe der 
Embryonalentwicklung zu Hämangioblasten, welche sich zu endothelialen Vorläuferzellen oder 
hämatopoetischen Stammzellen weiterentwickeln (Kopp et al., 2004). 
Die embryonale Vaskulogenese beginnt im Dottersack mit der Bildung von Blutinseln, welche 
aus einem zentralen, von hämatopoetischen Stammzellen gebildeten Bereich und einer 
peripheren Zone endothelialer Vorläuferzellen (Angioblasten) aufgebaut sind (Risau, 1997). 
Während der Entwicklung des murinen Herzens wandern Progenitorzellen aus der 
kardiogenen Zone aus und bilden am Tag E8 den tubulären Herzschlauch (Buckingham et 
al., 2005). Nachdem sich am Tag E9 die großen Hauptgefäße, wie die V. cavae und die Aorta, 
zu einem geschlossenen Blutkreislaufsystem entwickelt haben, beginnen die Blutzirkulation 
sowie die Differenzierung der glatten Muskulatur vom z. B. Gastrointestinal- und Urogenitaltrakt 
(McHugh, 1995). Die kardiovaskulären Differenzierungsprozesse können während der 
Embyrogenese in vivo mit dem von uns verwendeten in vitro-EB-Modell verglichen werden. Im 
EB-System konnten kardiogene Flk1+-Progenitorzellen zeitabhängig nachgewiesen werden 
-EINLEITUNG- 
 
- 2 -  
(Bartsch et al., 2011). Aus diesen Flk1+-Progenitorzellen können sich im Laufe der EB-Kultur 



















Abb. 1-1: Zeitliches Auftreten embryonaler kardiovaskulärer Marker in vitro 
Die Expression der embryonalen Marker in ES-Zellen folgt einem strengen Muster. Hierbei 
entstehen aus dem vorkardialen Mesoderm Bry+-ES-Zellen, nachfolgend werden Gene für das 
frühe kardiale Mesoderm wie nkx2.5+-, isl1+-, flk1+-Zellen an den Tagen 3 – 8 differenziert. Aus 
den nkx2.5+- und isl1+-Muskelvorläuferzellen bilden sich die hcn4+-Herzmuskelzellen sowie 
aSMA+-glatte Muskelzellen sind. Zudem können sich aus den nkx2.5+- und flk1+-
Gefäßvorläuferzellen die CD31+-Endothelzellen und aSMA+-Muskelzellen differenzieren. 
(modifiziert nach Jezierski 2007; Kattman, 2007, Bartsch et al. 2011, Lam et al., 2009) 
 
 
Für die Bildung des kardiovaskulären Systems sind u. a. der Homeobox-
Transkriptionsfaktor ”cardiogenic homeodomain factor“ (nkx2.5) (Nemer et al., 2008) und 
der ”T-box transcription factor“ (tbx5) (Li et al., 1997) sowie ”reactive oxygen species“ 
(ROS) für die Kardiogenese (Sharifpanah et al., 2008) von essenzieller Bedeutung. Die 
Entstehung der Progenitorzellen des sekundären Herzfeldes wird durch das LIM-
Homeoboxprotein ”insulin gene enhancer protein” (Islet1, Isl1) bestimmt (Cai et al., 
2003). Die Schrittmacherzellen sind Bestandteil des Myokards und des Erregungsbildungs- 
und Erregungsleitungssystems welches, ausgehend vom Sinusknoten, die elektrischen 
Signale über den AV-Knoten zu den Purkinjen-Fasern leitet und somit die Kontraktionen 
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cyclic nucleotide-gated cation channel“ (HCN4-Kanals) detektiert und verursachen die 
Generierung des Schrittmacherpotentials. Ebenso kann HCN4 den Herzrhythmus sowie die 
kardiale Entwicklung steuern (Kleger et al., 2010). Die Erregungsleitung aktiviert die aus 
den Kardiomyozyten bestehende Herzmuskulatur. Charakteristisch für deren Zellen ist ihre 
Querstreifung, als spezifisches Markerprotein dient α-Aktinin (Sassoon et al., 1988) (Abb. 1-
1). 
 
Die Blutgefäße bestehen im Wesentlichen aus Endothel (Tunica intima), glatter Muskulatur und 
elastischen Fasern (Tunica media) sowie aus Kollagenfasern (Tunica adventitia) (Risau und 
Flamme, 1995). Das Endothel, welches als spezifisches Markerprotein den ”cluster of 
differentiation“ 31 (CD31) exprimiert, kleidet die Blut- und Lymphgefäßinnenwand aus (Iida et 
al. 2005). Zudem dient CD31, auch ”platelet endothelial cell adhesion molecule-1“ 
(PECAM-1) genannt, als intervaskulärer Oberflächenmarker während der 
Leukozytendiapedese (Reitsma et al., 2007). Die endothelialen Zellen liegen der Basallamina in 
der Regel als einschichtiges Plattenepithel auf und regulieren den Blutdruck und Gefäßtonus 
über die Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO) (Sauer et al., 2008). 
Die glatte Muskulatur, ein weiterer Bestandteil des Herz-Kreislauf-Systems, wird außerdem in 
mehreren Organen (z. B. Blutgefäßen, Gallenblase, Magen-, Urogenital- und Darmtrakt, 
Luftwege) (McHugh et al., 1995) sowie im Zytoplasma von Perizyten gebildet (Skalli et al., 
1989). Es werden vier Muskelaktintypen unterschieden: das α-Skelettaktin (α-SKA), α-
Herzaktin (α-CAA), ”α-smooth muscle actin“ (α-SMA) sowie die ”γ-smooth muscle 
actin“ (γ-SMA) (Clément et al., 2007). Dabei divergieren die Isoformen der glatten 
Muskulatur in ihrer Gewebelokalisation, als Marker für die glatte Muskulatur dient α-SMA in 
dieser Arbeit. (Ng et al., 1997, Clément et al., 2007). Die Kontraktionen der glatten 
Muskulatur im funktionellen Synzytium können durch die spontane Depolarisation von 
Schrittmacherzellen erzeugt werden (Katz, 1992). 
 
1.3 Differenzierung durch reaktive Sauerstoffspezies 
 
Die Freisetzung der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) findet im lebenden Organismus bei 
verschiedenen physiologischen Prozessen wie der zellulären Differenzierung statt (Babior, 
2000). Andererseits spielt die Generierung von ROS auch im Zusammenhang mit 
oxidativem Stress oder Hypoxie der Zellen eine wichtige Rolle und ist damit in den 
Mechanismus der zellulären Schädigung involviert (Babior, 2000). Hierbei können die 
ROS als intrazelluläre Signalmoleküle und bei der Regulierung der Zellfunktion dienen 
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(Denu und Tanner, 1998). Bei den ROS handelt es sich um hochreaktive Moleküle, welche 
sich aus molekularem Sauerstoff ableiten. Zudem existieren freie Radikale, welche ein 
oder mehrere unpaare Elektronen besitzen wie Stickstoffmonoxid (NO●), Hydroxylradikale 
(HO●) und Superoxidanion (O2-) (Babior, 2000). Ebenso gibt es freie Radikale ohne freie 
Elektronen, wie hyperchlorische Säure (HOCl), Peroxynitrit (ONOO-) und 
Hydrogenperoxid (H2O2) (Gryglewski et al., 1986). Die Bildung der ROS erfolgt durch 
verschiedene Enzymsysteme, wie die NADPH (Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-
Phosphat)-Oxidase (NOX) (Rossi und Zatti, 1964), die mitochondriale 
Elektronentransportkette (Boveris und Chance, 1973), die Xanthinoxidase (Fridovich, 
1970), die Superoxid-Dismutase (SOD) und die Stickstoffmonoxidsynthase (NOS) 
(Heinzel et al., 1992). 
Im folgenden Abschnitt sollen die für die Kardio- und Angiogenese wichtigen Enzyme der 
ROS-Generierung NOX und NOS beschrieben werden (Li et al., 2006, Sauer et al., 2008). 
Innerhalb der NADPH-Oxidase (NOX)-Multienzymkomplexe sind sieben Isoformen 
bekannt (Nox1 -5 und Duox1 sowie Duox2), die sich aus regulatorischen und katalytischen 
Untereinheiten zusammensetzen (Babior, 1999). Die regulatorischen Untereinheiten, 
welche im Zytosol liegen, werden aus zwei Organisations-(p47phox, NOXO1 (NOX 
Organisator 1)) und zwei Aktivierungsuntereinheiten (p67phox , NOXA1 (NOX Aktivator 1) 
sowie aus p22phox, p40phox und den kleinen GTPase-Proteinen Rac1 und Rac2 gebildet 
(Babior, 1999). Sie katalysieren die Reaktion des Substrates NADPH zum Superoxidanion 
(O2●−) mittels der Ein-Elektronen-Reduktion von molekularem Sauerstoff (Babior, 1999). 
Die so generierten freien ROS können während physiologischer Prozesse, wie bei der 
Differenzierung und Proliferation, als ”second messenger“ dienen (Bartsch et al., 2011) 
und sind damit u. a. maßgeblich an der Kardiomyogenese beteiligt (Sharifpanah et al., 
2008). Es wurden bisher vier Isoformen der NOS beschrieben (nNOS, mtNOS, iNOS und 
eNOS), welche die Guanidin-Gruppe vom L-Argenin in Anwesenheit von Sauerstoff zu 
NO und L-Citrullin oxidieren (Andrew und Mayer, 1999). In der vorliegenden Arbeit 
wurde im speziellen die endotheliale Stickstoffmonoxidsynthase (eNOS) untersucht. Sie 
wurde v. a. als zellmembranständig identifiziert, konnte aber auch in Mitochondrien und 
im Zellkern nachgewiesen werden (Bredt und Snyder, 1990). Durch ihre Lage an der 
Innenseite der Blutgefäße spielt sie eine entscheidende Rolle in der Regulation des 
Blutdrucks (Sauer et al., 2008). Zudem können die ROS, welche durch die NOS generiert 
werden, Transkriptionsfaktoren, wie den ”hypoxia inducible factor” (HIF) und somit die 
Genexpression, vom angiogenem ”vascular endothelial growth factor“ (VEGF) 
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hochregulieren. Damit lassen sich der Einfluss und die Bedeutung der NOS in Bezug auf 
die angiogenetischen Prozesse erklären (Forsythe et al., 1996). 
 
1.4 Die Stammzelle als Modell für die embryonale Entwicklung 
 
Schon die Zygote ist eine embryonale Stammzelle (ES-Zelle) und weist in den frühen Stadien 
der Embryogenese Totipotenz auf, d.h., aus ihr kann ein kompletter Organismus gebildet 
werden. Im weiteren Verlauf ihrer Entwicklung und nach mehreren Zellteilungen haben ES-
Zellen die Fähigkeit, sich zu verschiedenen Gewebetypen des Organismus zu differenzieren. Sie 
können alle drei Keimblätter ausbilden: das Ekto-, das Endo- und das Mesoderm, weshalb die 
ES-Zellen während des Blastozystenstadiums (3 -4 Tage nach der Befruchtung der murinen 
Oozyte) als pluripotent bezeichnet werden (Schlafke und Enders, 1963). Aufgrund dieser 
Eigenschaften etablierten sich ES-Zellen zu einem wichtigen in vitro-Testsystem für die 
Embryonalentwicklung bzw. Entstehung von spezifischen Gewebetypen und assoziierten 
pathogenen Prozessen (Wobus und Boheler, 2005). 
Zur optimierten Nutzung dieser Zellen etablierten Spielmann et al. (1997) den EB als 
anerkanntes Testverfahren “embryonic stem cell test“ (EST), welches durch das European 
Center for Validation of Alternative Methods als potentielle Alternative zu Tierversuchen und 
zur Untersuchung von embryo- und zytotoxischen Substanzen empfohlen wurde (Wobus und 
Boheler, 2005). Zudem weist der EB als dreidimensionales Zellaggregat die für ein 
Modellsystem notwendigen Eigenschaften auf: Kultivierbarkeit und eine hohe Teilungsrate. Die 
Isolierung und Kultivierung von ES-Zellen aus der Mausblastozyste (~ 64 - 200 Zellen) wurde 
von Evans und Kaufmann im Jahr 1981 erstmals beschrieben. Zur Generierung von EBs stehen 
verschiedene Kultivierungsprotokolle zur Verfügung: 
 a) auf Petrischalen in Massenkultur (Doetschman et al., 1985),  
 b) als Methylzellulose-Kultivierung (Wiles und Keller, 1991),  
 c) im hängenden Tropfen (Wobus et al., 1997) und 
 d) in Spinnerflaschen (SF) als Suspensionskultur (Wartenberg et al., 1998). 
 
In unserer Arbeit wurde die von Wartenberg et al. (1998) entwickelte Methode zur Kultivierung 
der ES-Zellen aus der inneren Zellmasse (~100 - 200 Zellen) von E3.5 Tage alten murinen 
männlichen Blastozysten verwendet, welche als pluripotent charakterisiert wurde (Evans und 
Kaufmann, 1981). Die beschriebene Pluripotenz des EBs kann mit Hilfe des 
leukämieinhibierenden Faktors (LIF) in der in vitro-Kultur für unbegrenzte Zeit aufrechterhalten 
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werden (Smith et al., 1988). Während der EB-Kultivierung werden erst aus endodermartigen 
Zellen eine äußere Hülle, danach eine ektodermale Randzone sowie mesodermale Zellen 
gebildet (Wobus und Boheler, 2005). Im weiteren Verlauf der Kultivierung differenzieren sich 
ES-Zellen im EB spontan zu spezialisierten Gewebetypen, welche für diese Arbeit relevant 
waren, wie die glatten Muskelzellen (Rohwedel et al., 1994), die Endothelzellen (Risau et al., 
1988) und die Kardiomyozyten (Doetschman et al., 1985). Dabei zeigte sich in der in vitro-
Kultur eine temporäre Übereinstimmung der Gewebespezifität, einhergehend mit den 
dazugehörigen Genexpressionen und Proteinniveaus, wie sie auch in vivo beobachtet wurden 
(Leahy et al., 1999). Darauf aufbauend, etablierten sich verschiedene genetische Endpunkt- und 
Differenzierungsmarker für die embryonale Entwicklung, die wir im Rahmen dieser Arbeit im 
EB untersuchten, wie z. B. nkx2.5 für die frühe embryonale Entwicklung (Adler et al., 2007). 
 
1.5 Peroxisome Proliferator Activated Receptor (PPAR)-Familie 
 
Die Familie der ”peroxisome proliferator activated receptors“ (PPARs) (Abb. 1-3) gehört zu 
den durch ligandenaktivierten Transkriptionsfaktoren, die als Kernrezeptoren bzw. 
Kernhormonrezeptoren wirken (Lazar, 2005). Die ersten PPAR-cDNA-Klone wurden bei der 
Suche nach den Aktivatoren der Peroxisomenproliferation aus der Nagetierleber isoliert 
(Issemann und Green, 1990). Die PPARs erhöhen maßgeblich die Enzymaktivität der β-
Oxidation (Lock et al., 1989) und dienen damit der Energiegewinnung durch den Abbau von 
Fettsäuren (FS) zu Acetyl-CoA, welches dann im Citratsäurezyklus verstoffwechselt wird. 
Frühere Untersuchungen der PPARs im Mausmodell (Gronemeyer und Moras, 1995) zeigten, 
dass diese Kernrezeptoren nicht nur in den Fett-/Zuckerstoffwechsel involviert sind, sondern 
auch einen Einfluss auf die Angiogenese haben (Desvergne und Wahli, 1999). In den 
vergangenen Jahren erfolgten deswegen weitere Analysen hinsichtlich der Funktion und Struktur 
dieser Kernrezeptoren (Gampe et al., 2000). 
 
1.5.1 Struktur und Wirkungsweise der PPARs 
 
Strukturell besteht das Grundgerüst dieser orphanen Kernrezeptoren aus einer N-terminalen A/B-
Domäne, einer DNA-bindenden Domäne (DBD) und einer C-terminalen F-Domäne (Desvergne 
und Wahli, 1999) (Abb. 1-2). Die am N-Terminus-befindliche A/B-Domäne weist zwischen den 
einzelnen Kernrezeptoren variable Größen auf und hat eine ligandenunabhängige 
Transkriptionsaktivierungsfunktion1 (AF1) mit einer ”mitogen activated protein kinase“ 
(MAPK)-Phosphorylierungsstelle (Adams et al., 1997). 
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Abb. 1-2: Struktur der Kernhormonrezeptoren  
Struktureller Aufbau von Kernhormonrezeptoren, bestehend aus einem N- und C-terminalen Ende, 
einer DNA-bindenden Domäne (DBD), einer Hinge-Domäne und einer ligandenbindenden 
Domäne (LBD). Die DBD trägt zwei Zinkfingerdomänen. Das N-terminale Ende trägt die AF1-
Domäne, die AF2-Domäne ist auf der LBD lokalisiert (modifiziert nach Alberts, 2002). 
 
Durch die Phosphorylierung von Ser112 wird die Fähigkeit zur Bindung von Liganden und 
damit auch die Transkriptionsaktivität der PPARs herabgesetzt (Shao et al., 1998). Des Weiteren 
existiert eine SUMOylierungsstelle (K107) (”small ubiquitin-related modifier“), welche 
aufgrund einer posttranslationalen Modifikation von PPAR-γ-Proteinen entstanden ist und 
sowohl mit einer Inhibierung als auch mit einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors 
einhergehen kann (Yamashita et al., 2004). 
Die DBD beinhaltet für eine spezifische DNA-Bindung und /-Erkennung zwei Zinkfinger-
Domänen (Gronemeyer und Laudet, 1995), welche aus 66 - 70 Aminosäuren (AS) aufgebaut 
sind (Freedman, 1992). Die Hinge-Domäne ermöglicht eine freie Rotation zwischen der DBD 
und der ligandenbindenden Domäne (LBD), welche eine Größe von 250 AS hat (Wurtz et al., 
1996). Die LBD hat eine typische T-Form und wird von fünf Helices (3, 5, 7, 11 und 12) 
umgeben (Willson et al., 2000). Die Transkriptionsaktivität und die Ligandenbindung an die 
LBD werden durch die Helix 12-tragende konstitutive Aktivierungsfunktion2-Domäne (AF2-
Domäne) und die Signaturmotive reguliert (Burmester et al., 1988). Die Funktion, der C-
terminalen F-Domäne der PPARs ist bislang nur unzureichend erklärbar, wird aber derzeit 
wissenschaftlich erforscht (Desvergne und Wahli, 1999). 
 
Basierend auf dem Wissen zum strukturellen Aufbau (Abb. 1-2), soll nun der 
Aktivierungsmechanismus von PPAR-γ beleuchtet werden. Nach der Bindung von Liganden der 
am hydrophoben C-terminalen Ende liegenden LBD über elektrostatische Wechselwirkungen 
erfolgt eine Konformationsänderung zum einen in der LBD, wobei der Ligand umschlossen 
wird, und zum anderen in der AF2-Domäne (Abb. 1-2, Abb. 1-3). Viele Agonisten der PPARs 
bewirken eine aktivierende Konformationsänderung an der LBD (Abb. 1-3), wodurch eine 
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stabile Bindung des Rezeptors an die DNA induziert wird. Zudem erfolgt eine Veränderung der 
Rezeptoroberfläche, welche es Kofaktoren und basalen Proteinen des 
Transkriptionskomplexes ermöglicht, sich an den Rezeptor zu binden und die Transkription 









Abb. 1-3: Kernrezeptor-Superfamilie 
(A) Inaktiver Rezeptor: bindet ein Inhibitor die ligandenbindende Domäne (LBD), wird die Transkription 
der Zielgene nicht induziert. (B) Aktiver Rezeptor: heftet sich ein koaktivierendes Protein an die LBD 
verdrängt es den inhibierenden Liganden und legt somit die DNA-bindende Domäne (DBD) an der DNA 
frei. Dadurch wird die Transkription von spezifischen Genen induziert. (modifiziert nach Alberts et al., 
2002). 
 
Durch die Aktivierung der AF2 werden Helix 12 konsolidiert und die Kofaktoren rekrutiert. Dies 
führt zu einer stabilen Bindung des Rezeptors an das “hormon response element“ (HRE) am 5´-
Ende der DNA in der Nähe der transkriptionellen Initiationsstelle (Xu et al., 1999). Die 
Antagonisten hingegen verursachen eine Zerstörung der LBD-Struktur bzw. verändern die 
Helix 12 so, dass sich keine Koregulatoren binden können (Desvergne und Wahli, 1999). Die 
PPARs binden an das HRE als Heterodimer in einem Komplex mit “retinoid X receptor“ 
(RXR)/“retinoic acid receptor“ (RAR) und wirken als Transkriptionsfaktor (Watanabe et al., 
2003). Der ”retinoid X receptor“ (RXR-Rezeptor), bindet den 9-cis Retinoidsäure-Rezeptor und 
bildet mit dem ligandenaktivierten PPAR-γ einen Heterodimerkomplex, welcher eine Bindung 
an das ”peroxisome proliferator response element“ (PPRE) der DNA ermöglicht. Das PPRE 
besteht bei allen drei PPAR-Subtypen aus einer direkten Wiederholung der Basenabfolge 
AGGTCA (Watanabe et al., 2003). Die Heterodimerisierung ermöglicht es, über nur wenige 
Rezeptoren eine große Anzahl verschiedener funktioneller Rezeptorkomplexe zu bilden und 
führt damit zur Aktivierung verschiedener Signalwege. Die Stabilisierung und DNA-Bindung 
des Rezeptorkomplexes trägt dazu bei, die Signalübertragung von Kernrezeptoren sowie die 
Transkription der spezifischen Gene zu regulieren. Mittels bestimmter Koaktivatoren und 
Kointegratoren ist es möglich, die Transkriptionseffizienz von Zielgenen zu beeinflussen 
(Rowan et al., 2000). 
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1.5.2 Funktion und Vorkommen der PPARs 
 
Die PPARs liegen im Zytoplasma bzw. im Zellkern vor und wurden als thyroidhormonähnliche 
Rezeptoren beschrieben, welche über Ligandenbindung bestimmte Transkriptionsfaktoren 
aktivieren (Berger und Moller, 2002). In den neunziger Jahren des 20. Jahrhunderts wurden drei 
PPAR-Subtypen isoliert (Dreyer et al., 1992): PPAR-α (Green 1995), PPAR-β/δ (Yoshikawa et 
al., 1996) und PPAR-γ (Greene et al., 1995), welche auch in verschiedenen Mammalia 




















Abb. 1-4: PPAR-Familie: Liganden, Rezeptoren, Gewebespezifität und Wirkung 
Die Subtypen der PPARs zeichnen sich durch ein spezifisches Gewebevorkommen und eine spezifische 
Ligandengruppe aus (modifiziert nach Matthaei et al., 2001). 
 
Wie bereits erwähnt, spielen die PPARs eine wichtige Rolle bei der Regulation des Energie- und 
Fettstoffwechsels und beeinflussen diverse zelluläre Prozesse wie die Proliferation, 
Differenzierung und Apoptose (Braissant und Wahli, 1998). Die Konzentration der PPAR-
mRNA schwankt in den einzelnen Gewebetypen, wobei PPAR-β/δ im Allgemeinen in höheren 
Mengen vorhanden sind als die anderen PPARs (Desvergne und Wahli, 1999). Da die PPARs an 
der Regulation der β-Oxidation beteiligt sind, sorgen sie während der Differenzierung von 
Endothel, glatter Muskulatur und kardialen Strukturen für die Bereitstellung der benötigten 
Energie in Form von Adenosintriphosphat (ATP) (Sharifpanah et al., 2008). Es konnte 
nachgewiesen werden, dass Liganden der PPAR-α und -γ eine proentzündliche Wirkung auf die 
Blutgefäße haben und den Endothelin-1-Signalweg unterdrücken (Montezano et al., 2007). 
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1.5.2.1 PPAR-α 
 
Der PPAR-α spielt eine wichtige Rolle bei der Lipoproteinsynthese, der 
Peroxisomenproliferation und der Fettoxidation, denn die PPAR-α-Expression ist bei erhöhter β-
Oxidation während des Fettstoffwechsels in der Leber, dem Herz, der Nieren und in der 
Muskulatur hochreguliert (Matthaei et al., 2001). So konnten Goikoetxea et al. (2006) eine 
Reduktion der PPAR-α-Proteinkonzentration bei Patienten mit hypertensiver Herzerkrankung 
nachweisen. Diese Reduktion von PPAR-α führte zu einer chronischen Verringerung der 
Fettsäureoxidation und damit zu einer kardialen Lipotoxizität sowie Apoptose. Außerdem 
bewirkte der Verlust von PPAR-α während der kardialen Hypertrophie eine Verringerung der 
kardialen Funktionen und der Adenosintriphosphat (ATP)-Synthese (Braissant und Wahli, 
1998). Im Rahmen der Kardiomyogenese konnte eine Beteiligung von aktiviertem PPAR-α im 
Stammzellmodell durch Sharifpanah et al. (2008) demonstriert werden. Diese Studie deutet 
darauf hin, dass PPAR-α eine Vitalitätsverbesserung und eine deutliche Differenzierung der 
Herzmuskelzellen bewirkt. Zudem wirkt PPAR-α auf die Endothelzelldifferenzierung (Meissner 
et al., 2004) und die Entwicklung der glatten Muskulatur (Lien et al., 2013). 
1.5.2.2 PPAR-β/δ 
 
Wie auch die anderen PPARs ist der PPAR-β in den Energie- und Fettstoffwechsel involviert 
(Yoshikawa et al., 1996). Erstmals wurde das PPAR-β-Protein des Xenopus spec. sequenziert 
(Dreyer et al., 1992), aber durch seine geringe Homologie zu den PPAR-β der Mammalia wurde 
es schlussendlich als PPAR-β/δ bezeichnet, wobei PPAR-δ repräsentativ für die murine 
Proteinsequenz steht (Kliewer et al., 1994). Parallel zu allen PPAR-Isoformen beeinflusst PPAR-
β/δ auch das kardiovaskuläre System. Darum konnte Piqueras et al. (2007) zeigen, dass durch 
die Aktivierung der PPAR-β/δ in HUVEC-Zellen die Proliferation von Endothel bzw. die 
Angiogenese durch VEGF-abhängige Mechanismen induziert wird. Nach Aktivierung des 
PPAR-β/δ durch dessen Agonisten konnten Zarzuelo et al. (2013) im Ratten-Modell eine 
Senkung der kardialen Hypertrophie zeigen sowie eine antientzündliche Wirkung in Blutgefäßen 
(Lee et al., 2003). Weiterhin wurde dokumentiert, dass die Aktivierung von PPAR-β/δ eine 
Senkung des endothelialen ROS-Signals verursacht (Zarzuelo et al., 2013). Zusammenfassend 
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1.5.2.3 PPAR-γ 
 
Die PPAR-γ wurden im Herzen (Asakawa et al., 2002), im Endothel, in der Leber, in der glatten 
Muskulatur, in der Skelettmuskulatur und in anderen Geweben nachgewiesen (Bishop-Bailey, 
2000). Drei verschiedene Proteinisoformen sind im murinen bzw. humanen System bekannt: 
PPAR-γ1, PPAR-γ2 und PPAR-γ3 (Fajas et al., 1998). PPAR-γ1 wird vorzugsweise in den 
Endothelzellen, der glatten Muskulatur (VSMC) und in Immunzellen, wie den Monozyten und 
den Makrophagen, exprimiert (Law et al., 2000). PPAR-γ2 unterscheidet sich von PPAR-γ1 
durch 30 zusätzliche AS am N -terminalen Ende (Tontonoz et al., 1994). Der humane PPAR-γ 
ist 479 AS lang (Beamer et al., 1997) und erfüllt eine wichtige regulatorische Funktion im 
Glukosemetabolismus, der Lipidsynthese, der Fettspeicherung sowie während der Adipozyten- 
und der Makrophagendifferenzierung (Desvergne et al., 2006). Alle Isoformen sind u. a. im 
Fettgewebe lokalisiert und tragen zur Entwicklung von Adipozyten aus Fibroblasten bei 
(Tontonoz et al., 1994). Veränderungen der PPAR-γ-Synthese können zu Tumorerkrankungen 
(Panigraphy et al., 2005), Diabetes mellitus Typ II (Yen et al., 1997) oder zu Arthropathie (Jiang 
et al., 1998) führen. Bei humanen Lungentumoren spricht eine geringe PPAR-γ-Menge für eine 
schlechte Prognose des Patienten (Sasaki et al., 2002). Weiterhin ist PPAR-γ während der 
Organogenese, Schwangerschaft und Entwicklung des Fötus bedeutend (Tarrade et al., 2001). In 
weiteren Studien zeigte PPAR-γ eine antiinflammatorische (van Knethen und Brüne, 2003) und 
proapoptotische Wirkung (Bodles et al., 2006). Ebenso konnte gezeigt werden, dass PPAR-γ an 
der Entwicklung von kardialen Geweben beteiligt ist (Barak et al., 1999). Dabei wirkt PPAR-γ in 
gleicher Weise wie PPAR-α (s. Kapitel 1.5.2.1, Abb. 1-3). Zudem zeigte die Aktivierung bei 
Diabetes mellitus Typ II-Patienten eine Reduktion des Bluthochdruckes, was mit der Senkung 
des Insulinlevels im Blut durch TZD einherging (Ogihara et al., 1995). Dabei erfolgte zugleich 
eine verminderte Gefäßneubildung in HUVECs (Jozkowicz et al., 2002). Zusammenfassend ist 
festzustellen, dass die Wirkung von PPAR-γ auf das Herz-Kreislauf-System noch nicht in 
ausreichendem Maß verstanden ist. Die vorliegende Arbeit spürt der kardiovaskulären 
Differenzierung aus diesen Grund nach und erhellt physiologische Zusammenhänge. 
 
1.5.3 Natürliche Liganden der PPARs 
 
Zu den natürlichen Liganden der PPARs gehören sowohl gesättigte als auch ungesättigte 
FS (Linolsäure, Arachidonsäure, Eicosapentaensäure), Eicosanoide und Prostanoide. 
Hierbei konnte gezeigt werden, dass gesättigte FS schwächer mit den PPARs interagieren 
als ungesättigte. Der in dieser Arbeit untersuchte PPAR-γ wird v. a. durch polyungesättigte 
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FS und Eicosanoide, z. B. 15-Desoxy-∆12, 14PGJ2 aktiviert. Dabei wird deutlich, dass 
PPAR-γ eine höhere Bindungsaktivität für mehrfach ungesättigte FS besitzt. PPAR-α 
hingegen hat eine geringere Affinität zu diesen natürlichen Liganden und bindet 
vorzugsweise an die Stearin- und die Palmitinsäuren. Die erwähnten natürlichen Liganden 
der PPARs werden auf drei verschiedenen Wegen synthetisiert. Zum einen kann ein 
aktiver Ligand in einem endokrinen Organ synthetisiert werden und in die Zielzelle 
eintreten. Andererseits können Liganden in der Zelle aus Prohormonen selbst hergestellt 
werden. Eine dritte Möglichkeit ist die Synthese eines Stoffwechselproduktes innerhalb der 
Zielzelle, was v. a. bei Steroidrezeptoren auftritt (Dreyer et al., 1992). Diese Rezeptoren 
bilden ein komplexes Proteinheterodimer, welches diverse Chaperone wie ”heat shock 
protein“ 90 (Hsp90) oder Hsp59 enthält. Durch die Interaktion mit dem Liganden kommt 
es zur Dissoziation des Komplexes und zur nukleären Translokation, wo die Bindung des 
Dimers an die HRE-Region die Transkription des Zielgens initiiert (Aranda und Pascual, 
2001). Eine weitere Möglichkeit, die Hormonrezeptoren zu aktivieren, sind 
ligandenunabhängige Wege wie die Phosphorylierung von spezifischen Rezeptordomänen 
der NH2- und COOH-terminalen Region von AF1 und AF2 (Power et al., 1991), 
Wachstumsfaktoren (”insulin-related growth factors“ (IGF)/Somatomedin) (Desouza et 
al., 2009) oder Signaltransduktionsproteinen (Phoshatidylinositol-3-Kinase (PI3K)) (White 
und Kahn, 1994; Aranda und Pascual, 2001). 
 
1.5.4 Synthetische Liganden von PPAR-γ 
 
Neben den natürlichen Liganden existieren für die PPARs auch synthetische Liganden, die 
entweder nur einen spezifischen Rezeptor beeinflussen oder von allen drei Subtypen gebunden 
werden können (Issemann und Green, 1990). Dieses ist dadurch begründet, dass die Sequenzen 
der LBD- und DBD-Region (siehe Kapitel 1.5.1) bei den Subtypen zu 60-70 % homolog sind 
(Desvergne und Wahli, 1999). Ebenso können “non-steroidal anti-inflammatory drugs“ 
(NSADs) an PPAR-α sowie an -γ binden, aufgrund ihrer antientzündlich und schmerzlindernden 
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1.5.4.1 Agonisten der PPAR-γ und ihre Wirkung 
 
Die natürlichen bzw. synthetischen Agonisten der PPAR-γ führen zur Aktivierung des Rezeptors 
und somit zur Regulation von kardialer Hypertrophie (Liang et al., 2003), Inflammation (Rizzo 
und Fiorucci, 2006) und vaskulären Funktionen (Chinetti et al., 2001). 
Das in dieser Arbeit verwendete Ciglitazon (CGZ) ist ein synthetisches Thiazolidindion (TZD) 
und wurde 1978 (Takeda Chemicals Ltd., Osaka, Japan) entwickelt. Obwohl dessen 
blutdrucksenkende Wirkung am Tiermodell beschrieben wurde, erlangte CGZ nie den Status als 
Therapeutikum (Chang et al., 1983), stattdessen wurden seine Analoga, wie Pioglitazon (Actos®) 
(Takeda), Troglitazon (Rezulin®) (Daiichi Sankyo Co.) und Rosiglitazon (Avandia®) 
(GlaxoSmithKline) als „Insulinrezeptor-Sensitizer“ für die Diabetes mellitus Typ II-Therapie 
eingesetzt (Spiegelman, 1998). Im Laufe der klinischen Anwendungen von Rosiglitazon wurden 
gehäuft kardiovaskuläre Störungen beschrieben, die schließlich ein Verbot von Rosiglitazon-
haltigen Medikamenten am 1. November 2010 nach sich zogen 
(Arzneimittelüberwachungsbehörde BfArM, 2010). Die TZD werden als Racemate eingesetzt, 
wobei nur das S-Enantiomer in der klinischen Therapie zum Einsatz kommt. Sie sind aus einer 
Acetatgruppe mit einem zentralen Ring und einer großen lipophilen Substruktur aufgebaut (Abb. 









Abb. 1-5: Chemische Struktur der Glitazone  
(A) Die chemische Grundstruktur der Glitazone ist gekennzeichnet durch eine Thiazolidindion-
Kopfgruppe (rot), einen lipophilen Rest (gelb) und einen zentralen Acryl-Spacer (blau) sowie einen Linker 
(grün). (B) Ciglitazon (modifiziert nach Willson et al., 2000, Syha, 2005). 
 
Diese hoch lipophilen TZDs (Giaginis et al., 2007) gelangen durch Diffusion in das Zytoplasma 
(Hajri und Abumrad, 2002), wo sie mit PPAR-γ interagieren. Anschließend diffundiert der 
ligandenaktivierte Rezeptor durch die Kernmembran und bildet, wie eingangs erläutert, einen 
Heterodimerkomplex mit dem RXR-Rezeptor, wodurch die Bindung des PPRE an die DNA 
ermöglicht wird (Watanabe et al., 2003). Dadurch wirkt der Rezeptorkomplex aus PPAR und 
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und damit die zelluläre Glucoseaufnahme fördert. So kann CGZ durch die Bindung an den 
PPAR-γ die insulinvermittelten Stoffwechselwege aktivieren (Mukherjee et al., 1997). Des 
Weiteren führt die Dimerisierung von PPAR und RXR zur Aktivierung der Adipozyten-
Differenzierung (Balfour und Plosker, 1999), wodurch das subkutane inaktive Fettgewebe 
zunimmt und der aktive viszerale Fettanteil gesenkt wird (Miyazaki et al., 2002). Durch den 
Einfluss der Glitazone auf die Apoptose, die Proliferation, den Energie- und den 
Fettstoffwechsel, die Entzündungshemmung sowie den Gefäßschutz wurden sie zu potentiellen 
Therapeutika auch gegen Artherosklerose diskutiert (Han und Roman, 2007). Dieses wird durch 
verschiedene in vitro-Studien begründet, wo z. B. die Proliferation (Xin et al., 1999) und die 
Migration (Goetze et al., 2002) von HUVECs durch CGZ gesenkt werden konnten. Goetze et al. 
(2002) untersuchten diese antiangiogenen Mechanismen der TZD auf die Endothelzellen, welche 
auf die Unterdrückung der ”serine-threonine protein kinase“, des VEGF-Rezeptor-1 (Flt1) 
sowie des VEGF-Rezeptor-2 (Flk1/KDR) und auf die Umstrukturierung des Aktinzytoskeletts 
zurückzuführen waren (Xin et al., 1999). Zudem sind die PPAR-γ-Agonisten vaskuloprotektiv 
und verhindern durch die Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen (Jiang et al., 1998) 
die Entstehung von Gefäßentzündungen (Murata et al., 2001). Des Weiteren führte eine 
PPAR-γ-Aktivierung durch TZDs zur Apoptose und Unterdrückung von Makrophagen (Chinetti 
et al., 1998) und T-Lymphozyten (Harris und Phipps, 2001). Nichtsdestotrotz existiert derzeit 
keine eindeutige Erklärung für die klinischen Nebenwirkungen, die zum Verbot dieser 
Substanzen führten. Daher untersucht die vorliegende Arbeit nun im Speziellen die Wirkung von 
CGZ auf die Differenzierung von Endothel- und Herzmuskelzellen. 
 
1.5.4.2 Antagonist der PPAR-γ 
 
In dieser Arbeit wurde weiterhin 2-Chloro-5-Nitro-N-Phenylbenzamid (GW9662) als selektiver, 
irreversibler PPAR-γ-Antagonist (Abb. 1-6) untersucht. Die Struktur von GW9662 bietet die 
Möglichkeit einer kovalenten Bindung mit den nukleophilen Aminosäureketten der PPAR-LBD 
(siehe Kapitel 1.5.1), worauf seine spezifische Inhibition der regulären Ligandenbindung beruht 
(Leesnitzer et al., 2002). Interessanterweise konnten diverse Studien nicht nur Effekte von 
GW9662 auf PPAR-γ, sondern auch agonistische Eigenschaften auf PPAR-α nachweisen 
(Leesnitzer et al., 2002, Seimandi et al., 2005, Sharifpanah et al., 2008). Eine genauere 
Untersuchung der Spezifität von GW9662 zeigte eine 10 - 600-fach höhere Bindung an PPAR-γ 
als an PPAR-α und -β/δ, was durch Szintillationsproximitätstests an humanen PPARs ermittelt 
wurde. Deshalb ist GW9662 ein optimales Werkzeug, um spezifische PPAR-γ-vermittelte 
biologische Funktionen in kultivierten Zellen zu untersuchen, ohne dass seine Wirkung in der 
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Zellkultur verloren geht (Leesnitzer et al., 2002). Parallel zu den multiplen Wirkungsweisen von 
PPAR-γ in verschiedenen Gewebetypen, konnten auch sehr unterschiedliche Effekte von 
GW9662 verdeutlicht werden. Zum Beispiel inhibierte der untersuchte PPAR-γ-Antagonist 
erwartungsgemäß die Adipozytendifferenzierung, andererseits beeinflusste er die Osteoklasten- 
Aktivität (Leesnitzer et al., 2002). Des Weiteren hatten von Seargent et al. (2004) gezeigt, dass 
GW9662 die Vitalität und das Wachstum humaner Brustkrebszellen reduziert. Zudem 
unterscheiden sich die jeweiligen zellulären Mechanismen, denn in Ovarien chinesischer 
Hamstern wurde die Aktivität des ”epithelial Na+ channel“ (ENaC) durch GW9662 gehemmt, 
wohingegen in ”mouse cortical collecting duct cell line” (mpkCCDc14 cell) vor allem der 
Insulintransport [über den Na+-Kanal] reduziert wurde (Pavlov et al., 2009). In der vorliegenden 
Arbeit sollen daher auch die bisher wenig verstandenen Effekte von GW9662 auf mES-Zellen 
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2 Zielstellung 
 
Herz-Kreislauf-Erkrankungen sind weltweit die häufigste Todesursache (Mendis et al., 2011), 
wobei v. a. die Veränderung und der Verlust der Funktionsfähigkeit des Herzens bzw. der 
Blutgefäße im Zentrum ärztlichen Bemühens stehen. In der Aktivierung der ”peroxisome 
proliferator activated receptors“ (PPARs) liegt ein möglicher Therapieansatz für Herz-
Kreislauf-Erkrankungen (Marx, 2001). So wurden beispielsweise PPAR-γ-Liganden, vor 
allem Glitazone zur Behandlung von Diabetes mellitus Typ II eingesetzt, aber 2010 aufgrund 
ihrer Induktion von kardialen Fehlfunktionen sowie leberschädigenden Nebenwirkungen vom 
Markt genommen. Dennoch sind diese Substanzen essentiell für die Grundlagenforschung zur 
Untersuchung der Wirkmechanismen der PPARs, da die Thiazolidindione (TZD) als potente 
Agonisten der PPARs die Angiogenese, Kardiogenese sowie Vaskulogenese beeinflussen. 
Um neue und bessere therapeutische Ansätze zu finden, müssen die molekularbiologischen 
Mechanismen der PPARs, deren Liganden sowie deren Wirkung auf den Organismus 
erforscht werden. 
 
In der vorliegenden Arbeit wurden die murinen embryonalen Stammzellen der Zelllinie 
CGR8 als in vitro-Modell eingesetzt. Hierbei bot sich die Möglichkeit, die embryonale 
Entwicklung sowie die Entstehung spezifischer Gewebe und Krankheiten in vitro zu 
untersuchen. Ebenso konnten das Differenzierungs- und das Proliferationsverhalten von 
Gewebetypen aller drei Keimblätter (Entoderm, Ektoderm und Mesoderm) untersucht werden.  
Das Ziel dieser Arbeit war es, durch die Zugabe von TZD wie CGZ das 
Differenzierungsverhalten der mesodermalen Strukturen, vor allem von kardialen Zellen, 
glatter Muskulatur und dem Endothel, zu untersuchen.  
 
Es wurden dabei folgende Fragestellungen erörtert, die im Kapitel 4 beantwortet werden: 
 
1.) In welchem Zeitfenster differenzieren sich mesodermale Strukturen wie Endothel, glatte 
 Muskulatur im in vitro-EB-Modell? 
 
2.) Werden die PPARs im in vitro exprimiert? 
 
3.) Welche Konzentration der verwendeten Substanzen wirken nicht zytotoxisch auf die  ES-
 Zellen und können somit für die experimentellen Arbeiten weitergenutzt werden? 
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4.) Welchen Einfluss haben PPAR-γ-Agonisten auf endotheliale Strukturen, glatte 
 Muskulatur und kardiale Entwicklung?  
 
5.) Welchen Effekt haben PPAR-γ-Antagonisten auf die endothelialen Strukturen, die glatte 
 Muskulatur und die kardiale Entwicklung? 
 
6.) Wird die ROS- und NO-Bildung durch die Behandlung von mES-Zellen mit PPAR-γ-   
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Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien sind die mES-Zelllinien CGR8 und 
E14Tg2a.4, letztere benötigt murine Fibroblasten als Feeder-Zellen. 
 
Bei der CGR8-Zelllinie handelt es sich um eine embryonale Stammzelllinie aus der 
Spezies Mus musculus (Stamm129) mit dem Karyotyp 40 XY. Diese Zelllinie wurde von 
der Firma European Collection of Cell Cultures (ECACC) über Sigma Aldrich erworben. 
Sie ist eine keimblattkompetente Zelllinie aus der inneren Zellmasse von 3,5 Tage alten 
männlichen präimplantierten Mausembryonen (Nichols et al., 1990). Die Zellen können 
durch Zugabe des leukämieinhibierenden Faktors (LIF) im undifferenzierten 
Stammzellzustand gehalten werden (Smith et. al., 1988). 
 
Bei der E14Tg2a.4-Zelllinie handelt es sich um den Wildtyp der mES-Zelllinie, welche 
sich von den 129P2/OlaHsd Mäusen ableitet. Die GFP-Flk1+-markierten E14Tg2a.4 
(E14Tg2a.4-GFP) wurden mittels stabiler Elektroporation im Labor von Prof. Dr. med. Dr. 
rer. nat. habil. Thomas Braun (Bad Nauheim/MPI) mit dem pflk-Vektor transfiziert. Prof. 
Dr. med. Dr. rer. nat. habil. Thomas Brauns Arbeitsgruppe erwarb diese Zelllinie von der 
American Type Culture Collection (ATCC). Prof. Dr. rer. nat. Heinrich Sauer 
(Giessen/Justus-Liebig-Universität) stellte die Zelllinie im Rahmen eines 
Kooperationsprojektes zur Verfügung. Sie wurde 1987 von Hooper entwickelt, um die 
frühe murine Embryogenese nachempfinden zu können (Hooper et al., 1987). Der 
verwendete Vektor für pflk enthält einen endothelspezifischen Promotor, welcher eine 
bicistronische Kassette kontrolliert. Weiterhin besteht er aus einem Neomycin-
Resitenzgen, einer IRES (”internal ribosome entry site“)-Sequenz (Jang und Wimmer, 
1990) und einem Reportergen (EGFP). Außerdem enthält der Vektor eine flk-Enhancer-
Sequenz, welche die Spezifität des Promotors unterstützt (Kappel et al., 1999). 
 
Murine Fibroblasten wurden als Feeder-Zellen (C57BL, Passage 4) zur Kultivierung der 
E14TG2.a (3.2.1) benötigt. Die Fibroblasten wurden vorher in der Transfusionsmedizin 
des UKJ Jena mit ionisierender Strahlung (2 x 15 Gy) inaktiviert. Für die Kultivierung der 
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E14Tg2a.4-Zellen sind inaktivierte Fibroblasten wichtig, da diese wichtige Stoffe wie LIF 
und Wachstumsfaktoren sezernieren. 
3.2 Zellkultur 
 
Alle verwendeten Zelllinien wurden bei 37°C und 5 % CO2 kultiviert. Während der 
Untersuchungen wurden dem Kultivierungsmedium (bis auf die im Serum befindlichen) 
keine weiteren Wachstumsfaktoren zugesetzt. 
 
3.2.1 Einfrieren, Auftauen und Passagieren  
 
Die in T25-Flaschen mit LIF-Mediumkultivierten Zellen wurden durch 1 ml 0,25 % 
Trypsin/EDTA von der Gelatineschicht abgelöst. Anschließend wurde die 
Dissoziationsreaktion mit 2 ml Komplettmedium gestoppt. Die Zellsuspension wurde in 
15 ml-Reaktionsgefäße mit 10 ml Komplettmedium überführt und bei 800 x g für 4 min 
zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und das Zellpellet in 1 ml 
Einfriermedium pro Kryoröhrchen verteilt. Die Zellen wurden eine Woche bei -80°C, 
anschließend bis zum weiteren Gebrauch bei -150°C (SANYO, Ultra Low) gelagert. 
 
Die gefrorenen Zellen wurden in 1 ml angewärmtem Komplettmedium resuspendiert. Die 
aufgetauten Zellen wurden in vorbereitete Reaktionsgefäße mit 10 ml Komplettmedium 
überführt und bei Raumtemperatur (RT) mit 800 x g für 4 min zentrifugiert. Der Überstand 
wurde verworfen. Das Zellpellet wurde in 1 ml LIF-Medium aufgenommen, die 
Zellsuspension in 0,1 % gelatinebeschichtete Kulturflaschen (Monolayer) pipettiert und 
4 ml LIF-Medium hinzugegeben. Zur Kultivierung gehörte der tägliche Wechsel von 5 ml 
LIF-Medium. Die Zellen wurden aus den 0,1 % gelatinebeschichteten Kulturflaschen in 
die Spinnerflasche (SF) überführt, sobald sie zu 75 % konfluent waren. 
 
Die benötigten Medien wurden im Wasserbad bei 37°C vorgewärmt. Die Zellen wurden 
anschließend mit 1 ml 0,25 % Trypsin/EDTA angelöst. Nach erneuter Zugabe von 1 ml 
0,25% Trypsin/EDTA lösten sich die Zellen von der Gelatineschicht ab. Die Trypsin-
Reaktion wurde mit 2 ml Komplettmedium gestoppt. Die Zellsuspension wurde 
resuspendiert und in eine neue, mit 0,1 % gelatinebeschichtete Kulturflasche mit 5 ml LIF-
Medium überführt. 
-MATERIAL UND METHODEN- 
 
- 20 -  
3.2.2 Spinnerflaschenkultur 
 
Nach enzymatischer Vereinzelung der undifferenzierten Stammzellen mit 1 ml 0,25 % 
Trypsin/EDTA wurden die Zellen in 15 ml-Reaktionsgefäße mit 10 ml Komplettmedium 
aufgenommen. Die Zellsuspension mit 1*107 Zellen wurde in eine SF mit 125 ml 
Komplettmedium überführt. Die mES-Zellen in der SF wurden auf einer Rühreinheit des 
CELLSPIN Systems bei 22,5 rpm und einem Drehrichtungswechsel von 1440° kultiviert. 
Der Tag, an dem die SF angesetzt wurde, wurde als Tag 0 festgelegt. Die leicht geöffneten 
Seitendeckel ermöglichten einen konstanten Gasaustausch. Nach 24 h wurden 125 ml 
Komplettmedium hinzugegeben. Es erfolgte ein täglicher Mediumwechsel mit Entnahme 
von 125 ml Medium und Auffüllung mit frischem Komplettmedium. 
 
3.3 Inkubation der embryoid bodies mit PPAR-γ-Liganden 
 
Am Tag 4 der SF-Kultur wurden 20 EBs auf adhärente Petrischalen (PS) ø 40 x 11 mm 
ausplattiert. Je nach zu untersuchenden Proteinen und Genen wurde der 
Inkubationszeitraum mit den PPAR-γ-Liganden entsprechend der bekannten 
Expressionszeiträume angepasst (Abb. 3-1). Um die Effekte der PPAR-γ-Liganden 
untersuchen zu können wurden 20 CGR-/E14-EBs auf adhärente PS am Tag 4 ausplattiert 
und in DMSO-gelösten Substanzen in Komplettmedium inkubiert (Tab. 1). Zusätzliche 
Inkubationen für Teilversuche wurden mit 10 µM MK886, einem PPAR-α-Antagonist und 
den Radikalfängern 100 µM Trolox (Vitamin-E Derivat) sowie 100 µM N-(2-
Mercaptopropionyl)-Glycin (NMPG) vorgenommen. 
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Abb. 3-1: Schematische Darstellung der mES-Zellkultur 
Die undifferenzierten mES-Zellen wurden mittels LIF kultiviert, um die Differenzierung zu 
hemmen. Die Zellsuspension wurde in das Spinnerflaschen-System überführt und ohne LIF 
kultiviert. Die Differenzierung zu allen drei Keimblättern setzte ein. Am Tag 4 der 
Spinnerflaschen-Kultur wurden die ”embryoid bodies“ auf Petrischalen ausgesät und inkubiert 
(modifiziert 1, 2, 3). 
 
 
3.4 Messung der Kontraktionen 
 
Um die Frequenz der Kontraktionen der im EB differenzierten Kardiomyozyten und die 
Anzahl kontrahierender EBs zu ermitteln, wurden ca. 15 vier Tage alte EBs auf adhärenten 
PS kultiviert. Zu den oben genannten Zeitpunkten (Tab. 2) wurde die Anzahl 
kontrahierender EBs pro PS/Inkubation ermittelt. Die Frequenz der Kontraktionen wurde 
aus den Kontraktionen/15s berechnet, welche auf eine Minute*4 hochgerechnet wurden. 




Die EBs wurden mit 0,25 % Trypsin/EDTA vereinzelt und die Dissoziationsreaktion mit 
5 ml CGR8-Komplettmedium gestoppt. Danach wurde die Zellsuspension bei 800 x g für 4 
min zentrifugiert und der Überstand entfernt. Das Zellpellet wurde in 3 ml Medium 
aufgenommen. Es wurden 20.000 Zellen/9,2 cm2 in 0,1 % gelatinebeschichtete 6-
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konfluent waren, mit PPAR-γ-Agonisten und -Antagonisten sowie deren Kombination 
inkubiert. Gleichzeitig wurde mittels normierter Pipettenspitze ein definierter Bereich von 
der Einzelzellschicht abgekratzten Kante ausgemessen (Abb. 3-2). Nach jeweils 3 h und 8 
h wurde der Bereich der Kratzkante am Zeiss-Apotom neu vermessen. Für die Analyse 
wurde der abgekratzte Bereich des Inkubationsstarts vom neubesiedelten Bereich des 
Endpunktes (3 h bzw. 8 h) subtrahiert. Hierbei wurde die Distanz (µm) zwischen dem 











Abb. 3-2: Schematische Darstellung des Scratch-Migrations-Assays 
Zu Beginn wurden Einzelzellen auf adhärente PS ausplattiert. Bei einer 80 %-Konfluenz wurde mit 
einer 1000 µM-Pipettenspitze ein definierter Bereich zum Zeitpunkt 0 gekratzt. Nach 3 h und 8 h 




Für die Messung der Zellzahl von CGR8-Einzelzellen wurden sechs Tage alte EBs aus der 
SF in 15 ml-Reaktionsgefäße überführt und der Überstand abgenommen. Die EBs wurden 
mit 0,25 % Trypsin/EDTA vereinzelt und die Dissoziationsreaktion mit 5 ml CGR8-
Komplettmedium gestoppt. Danach wurde die Zellsuspension bei 800 x g für 4 min 
zentrifugiert und der Überstand entfernt. Das Zellpellet wurde in 3 ml Medium 
aufgenommen. Es wurden 8000 Zellen/9,2 cm2 in 0,1 % gelatinebeschichtete 6-
Lochplatten überführt. Am Tag 7 wurden die adhärenten Einzelzellen mit PPAR-γ-
Agonisten und -Antagonisten sowie deren Kombination inkubiert. Es wurden 
mikroskopische Aufnahmen der adhärenten CGR8-Zellen mit dem Zeiss-Apotom an den 
Zeitpunkten 0 h, 3 h, 6 h, 16 h, 24 h und 26 h nach Inkubation angefertigt. Die CGR8-














am Zeitpunkt 3 h, 8 h 
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Zur Bestimmung der Proliferationsrate von Zellen hätte auch der 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-
yl)-5-(3-Carboxymethoxy-phenyl)-2-(4-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium (MTS)-Test 
verwendet werden können, da die Stoffwechselaktivität bzw. die Anzahl der 








Abb. 3-3: Schematische Darstellung der Zellzahl-Messung 
Zu Beginn wurden Einzellzellen auf adhärente PS ausplattiert. Die Zellzahl wurde in einem 
definierten Bereich von 0,01 cm² zum Zeitpunkt 0 ausgezählt. Nach 3 h - 26 h Inkubationszeit 
wurde die Zellzahl bestimmt. 
 
3.7 Durchflusszytometrische Messung 
 
Die durchflusszytometrische Messung gibt Aufschluss über die Zellgröße (FSC = Forward 
scatter) und Granularität der Zellen (SSC = Side scatter). Zur Analyse des Flk1+-GFP-
Levels wurden E14Tg2a.4-EBs von Tag 0 - 10 der SF entnommen und in Reaktionsgefäße 
überführt. Nach dem Absinken wurden die Zellen in Puffer (2 % FBS + PBS) gewaschen. 
Danach wurden die EBs mit 200 µl 0,25 % Trypsin/EDTA vereinzelt. Die 
Dissoziationsreaktion wurde mit 400 µl Puffer gestoppt. Bei RT wurde alles mit 800 x g 
für 4 min zentrifugiert und anschließend die Zellen in 1 ml Puffer aufgenommen. Die 
Zellsuspension wurde durch einen Filter (30 µm Porengröße, Miltenyi) getrennt, welcher 











Abb. 3-4: Histogramm einer durchflusszytometrischen Messung  
Dargestellt ist die relative Zellzahl der Flk1+-GFP-markierte E14Tg2.a (grün) und der WT-E14 
(blau) ES-Zellen am Tag 10. 
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Zur Bestimmung der Flk1+-GFP-markierten Zellen wurden E14-EBs aus SF und PS mit 
0,25 % Trypsin/EDTA vereinzelt und die enzymatische Reaktion mit 2 ml FACS-Puffer 
abgestoppt. Danach wurden die Einzelzellen zentrifugiert, erneut in FACS-Puffer 
aufgenommen, filtriert (30 µm Porengröße, Miltenyi), um sie anschließend 
durchflusszytometrisch mit dem FACSCalibur™ und der Software CellQuest Pro (Becton 
Dickenson, Heidelberg, Deutschland) zu analysieren. Dafür wurden 10.000 Ereignisse pro 
Messung erfasst. Als Referenz zu den E14Tg2a.4-GFP-Flk1-EBs dienten E14Tg2a.4-
Wildtyp-EBs. 
 
3.8 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie 
 
Zur Detektion der Fluoreszenz standen folgende Laser am cLSM Zeiss 510® Meta zur 
Verfügung: Helium/Neon Laser mit einer Anregungswellenlänge von 543 nm (Anregung 
von Ethidiumhomodimer-2) und 633 nm (Anregung von Cy5), des Weiteren ein 
Argonlaser mit Anregungswellenlänge von 488 nm (Anregung von DCF, GFP, Cy2, DAF, 
CMFDA und FITC) und eine Diode für 405 nm Anregungswellenlänge (DAPI). Mit Hilfe 
der Bandpassfilter BP 505-570 IR (Cy2, DCF, DAF und FITC), BP 550-563 (Cy3, 
EthD-2) und des Langpassfilters LP 650 (Cy5) konnte detektiert werden. Folgende 
Objektive standen zur Verfügung: 10x NA (numerische Apparatur) 0,3; 20x-Objektiv NA 
0,5; 40x-Objektiv NA 1,3 (Öl) sowie ein 63x-Objektiv NA 1,4 (Öl). Für die 
Berücksichtigung unspezifischer Antikörper (AK)-Bindung bzw. der Eigenfluoreszenz der 
Zellen wurden eine sekundäre AK-Probe sowie eine ungefärbte Probe mitgeführt. Die 
Fluoreszenz wurde im Bereich der max. Intensität detektiert. Für die Detektion von „whole 
mount“-EBs wurden Schnitte in der Z-Ebene bis 5 µm gemacht. Die einzelnen Schnitte 
wurden mittels Bildverarbeitungssoftware Image LSM Examiner von Zeiss® 
übereinandergelagert und analysiert. 
3.8.1 Letalitätsnachweis mittels Ethidiumhomodimer-2 
 
Das Ethidiumhomodimer-2 (EthD-2) diente der Analyse der Letalität von Zellen. EthD-2 
passierte die permeable Zellmembran von nekrotischen Zellen und gelangte in den 
Zellkern. Hier interkalierte der Farbstoff in die DNA und konnte mittels 
Fluoreszenzmikroskopie bei einer Wellenlänge von 535 nm (Helium/Neon Laser) angeregt 
und bei 543 nm detektiert werden.  
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Vier Tage alte EBs wurden auf 24-Wellplatten mit 0,1 % gelatinebeschichteten 
Deckgläschen ausplattiert und ab Tag 4 mit unterschiedlichen Konzentrationen des 
PPAR-γ-Agonisten und -Antagonisten inkubiert (siehe Tab. 1). Zur Analyse der 
Zellletalität der Substanzen wurde die Aufnahme von EthD-2 in den inkubierten EBs an 
Tag 4+8 untersucht. Dafür wurde eine 2 µM-Lösung EthD-2 in Kulturmedium verwendet. 
Als Positivkontrolle dienten EBs, welche zuvor 30 min in Methanol/Aceton 7:3 bei -20°C 
gelagert wurden. Für die Messung wurden 20 -30 adhärente EBs verwendet, diese wurden 
30 min mit EthD-2 bei 37°C dunkel inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde die 
Färbelösung mit 1x PBS entfernt. Die Aufnahme der Zellen erfolgte mit dem 20x-Objektiv 
am cLSM Zeiss 510® Meta. Die Größe der EthD-2+-fluoreszierenden Fläche gibt die Höhe 
der Letalität an, d.h. je größer die fluoreszierende Fläche, desto höher die Letalität. 
3.8.2 Messung von Stickstoffmonoxid  
 
Der Nachweis von Stickstoffmonoxid (NO) mittels DAF-FM-Diacetat (4-Amino-5-
Methylamino-2',7-Difluorescein-Diacetat) diente der Beurteilung des Einflusses von 
PPAR-γ-Agonisten und -Antagonisten sowie deren Kombination auf die Zellen. DAF-FM-
Diacetat wurde von Kojima et al. 1998 entwickelt, um geringe Mengen von NO quantitativ 
nachzuweisen. DAF-FM-Diacetat ist passiv membrangängig und wird innerhalb der Zelle 
durch intrazelluläre Esterasen zu DAF-FM deacetyliert. Hierfür wurden ca. 30 vier-Tage-
alte EBs auf nicht adhärente PS ausplattiert und an den Tag 4+2 gemessen. Das DAF-FM-
Diacetat (50 µg) wurde vor der Inkubation in 20 µl DMSO (5 mM) gelöst und 1:1000 in 
E1-Puffer auf die EBs gegeben. Die zwanzigminütige Inkubation erfolgte bei 37°C und 
5 % CO2 dunkel. Anschließend wurden die EBs in frischem E1-Puffer bei 37°C und 5 % 
CO2 für 10 min für eine vollständige Deesterifikation des intrazellulären Diacetates 
aufbewahrt. Danach erfolgte die Messung am cLSM Zeiss 510® Meta bei einer 
Anregungswellenlänge von 488 nm und Emissonswellenlänge von 525 nm, 10x-Objektiv. 
Als Negativkontrolle wurden ungefärbte EBs benutzt. Als Positivkontrolle diente 1 mM 
SNAP (S-Nitroso-N-Azetylpenicillamin), ein NO-Donor. 
3.8.3 Messung von freien intrazellulären Sauerstoffradikalen  
 
Um den Einfluss der zu testenden PPAR-γ-Agonisten (CGZ) und -Antagonisten (GW9662) 
sowie deren Kombination (siehe Tab. 1) auf die Freisetzung von intrazellulären, reaktiven 
Sauerstoffradikalen zu untersuchen, wurde der Fluoreszenzfarbstoff H2DCFDA (2', 
7' Dichlorodihydro-Fluorescein Diacetat) verwendet. Durch die Azetatgruppe ist das 
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Molekül membrangängig. In der Zelle werden die Acetatgruppen durch Esterasen 
abgespalten. So kann das Molekül die Zelle nicht mehr verlassen. Freie Radikale 
abstrahieren die Wasserstoffatome, wodurch fluoreszierendes DCF entsteht. Diese 
Fluoreszenz wird bei 488 nm-Wellenlänge angeregt und mit 525 nm-Wellenlänge 
emittiert. Die nicht fluoreszierende Substanz H2DCF wird durch die Gegenwart von ROS 
zu fluoreszierendem Dichlorofluoreszein (DCF) oxidiert (Hempel et al., 1999; Halliwell 
und Whiteman, 2004). Das Vorhandensein von DCF ist ein unspezifischer Nachweis für 
freie Radikale, z. B. Stickoxide (Peroxinitrit) und Superoxide wie Hydroxylradikale (●OH) 
(Jakubowski und Bartosz, 2000). Unter lichtarmen Bedingungen wurden ca. 30 EBs pro 
Inkubation gemessen. Nach 48 h Inkubation der vier Tage alten EBs mit PPAR-γ-
Agonisten und -Antagonisten wurden die EBs in separate Reaktionsgefäße gegeben und 
vor der Messung in 1 ml E1-Puffer mit 1:1000 verdünntem DCF (20 mM) für 20 min im 
Brutschrank bei 37°C und 5 % CO2 inkubiert. Anschließend wurden die Proben vor der 
Messung in E1-Puffer aufgenommen. Als Negativkontrolle dienten ungefärbte EBs und als 
Positivkontrolle EBs, welche mit 10 mM H2O2 1 min vor der Messung stimuliert wurden. 
Nach 20 min Inkubationszeit erfolgte eine quantitative Endpunktmessung der EBs am 
cLSM Zeiss 510® Meta mittels Argon-Laser bei einer Anregung von 488 nm und 
Emissonswellenlänge von 525 nm (Halliwell und Whiteman, 2004), 10x-Objektiv. 
Anschließend wurde die mittlere Im Fluoreszenzintensität durch die Analysesoftware LSM 
Image Examiner (Zeiss) analysiert. Um die entstandenen freien Radikale während der 




Für die Immunfluoreszenz wurden aus der SF vier Tage alte EBs auf adhärente bzw. nicht 
adhärente PS ausplattiert und mit den entsprechenden Substanzen inkubiert. Zur Analyse 
der spezifischen Proteine wurden die EBs zu den jeweiligen Zeitpunkten mit einem 7:3-
Methanol/Aceton-Gemisch bei -20°C fixiert. 
 
Die Aufnahme der Flk1+-GFP-Fluoreszenz von E14Tg2.a-ES-Zellen erfolgte am Tag 4+1. 
Zuvor wurden vier Tage alte E14Tg2.a-ES-Zellen auf 0,1 %-gelatinierte Deckgläschen 
ausplattiert und mit 10 µM CGZ, 10 µM GW9662 und deren Kombination kultiviert. Am 
Tag 4+2 wurden die E14Tg2.a-ES-Zellen in Methanol/Aceton 7:3 bei -20°C fixiert. Die 
Fluoreszenz wurde bei 488 nm detektiert. 
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Tab. 2: Verwendete Verdünnung von Antikörpern und Fluoreszenzfarbstoffen  
 
Für die verschiedenen Immunfluoreszenzfärbungen wurde das Kulturmedium 
abgenommen und die EBs mit 1 ml 1x PBS gewaschen. Danach wurden die EBs in 1 ml 
eiskaltem Methanol/Aceton-Gemisch (7:3) für 1 h bei -20°C fixiert. Anschließend wurden 
die EBs dreimal mit 0,01 % PBS-TritonX100 gewaschen und danach die EBs mit 100 µl 
10 %-iger Magermilchlösung für 1 h bei RT geblockt, um unspezifische Bindungen der 
AK zu verhindern. Die AK-Färbung erfolgte in 10 %-iger Milchpulverlösung nach Tab. 2. 
Vor der Messung am cLSM wurden die EBs dreimal mit 0,01 % PBS-TritonX100 
gewaschen. Für die konfokalen Laser Scanning Microskop (cLSM)-Aufnahmen von 
adhärenten PS wurde die Flüssigkeit abgenommen, die PS mit Glyceringelatine benetzt 
und mit Deckgläschen (Ø 22 mm) bedeckt. Nach dem Trocknen der Gelatine wurden die 
Deckgläschen auf dem Boden der PS mittels heißem Skalpell ausgeschnitten. 
 
3.9 Proteindetektion mittels Western Blot 
3.9.1 Probennahme und Proteinbestimmung 
 
Die inkubierten EBs wurden mit 1x PBS gewaschen und in 100-150 µl Homogenisierungs-
(HPI)-Puffer aufgenommen. Der Aufschluss der EBs erfolgte für jeweils 10 s durch 
zweimaligen Ultraschall. Anschließend wurden die Proben bei 4°C und 10.000 x g für 10 
min zentrifugiert. Der Überstand wurde in Reaktionsgefäße gefüllt und für die 
Weiterverarbeitung auf Eis bzw. für eine längere Lagerung bei -80°C aufbewahrt. Die 
Bestimmung des Proteingehaltes erfolgte mittels Bradford-Reagenz und der Messung der 
Absorption bei 595 nm. Als Standard diente bovines Serumalbumin (BSA). Dafür wurde 
primäre Antikörper sekundäre Antikörper 
 Zeit Verdünnung  Zeit Verdünnung 
CD31, Ratte anti-
Maus, Chemicon 














Aktinin, Maus  
anti-Maus (Sigma) 





Hoechst (Invitrogen) 2 h/RT 1:50    
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das Magelan©-Analyseprogramm (Tecan) durch Erstellung einer Regressionsgerade 





Für die Auftrennung der Proteine nach ihrer Größe wurde die Methode der 
diskontinuierlichen Elektrophorese verwendet (Tab. 3). Das Trenn-Gel und das /-gel 
wurden nach Lämmli zusammengesetzt (Lämmli, 1970). Die SDS-PAGE lief bei einer 
Spannung von 90 V, bis die Proben das Sammelgel durchlaufen hatten, und anschließend 
bei 130 V. Die Lauffront wurde mittels bromphenolblauhaltigem SDS-Ladepuffer 
markiert. Bei jeder SDS-PAGE wurde 7 µl Kaleidoskop Proteinstandard mitgeführt. 
 
















Das „Nass“-Blotten des Gels auf die Nitrozellulosemembran erfolgte in 1x Transferpuffer 
bei 20 V und 4°C ü. N.. Anschließend wurde die Nitrozellulosemembran mit 10 %-iger 
Milchpulverlösung für 5 h bei 4°C geblockt. Ü. N. wurden die Membran mit den primären 
AK in 0,1 % PBS-Tween bei 4°C inkubiert und danach dreimal für jeweils 10 min in 0,1 % 
PBS-Tween gewaschen. Die Membran wurde mit dem sekundären ”horseradish 









Protein Trenngel Sammelgel 
CD31 (130 kDa), 
Sarcoplasmatic α-Aktinin (100 kDa), 6 % 3 % 
eNOS (140 kDa) 10 % 4 % 
GAPDH (37 kDa), 
”α-smooth muscle actin“ (42 kDa) 12 % 4 % 
aktive Caspase 3 (17 kDa), 
Caspase 3 (35 kDa) 15 % 4 % 
p27 Kip1 (27 kDa) 15 % 4 % 
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Tab. 4: Verwendete Western Blot Antikörper 
 
 
3.9.3 Auswertung am LAS-3000 Lite 
 
Zur Detektion der Membranen, welche mit einer verdünnten AK-Lösung inkubiert wurden, 
behandelten wir diese mit 1:1 Amersham „ECL-Westernblotting detection reagents and 
analysis system“ und entwickelten sie anschließend am LAS 3000 IR. Die am LAS 3000 
Lite (FUJIFILM) aufgenommenen Bilder der Nitrozellulosemembran wurden mittels Bio 
Rad Quantity One® 4.5.0 analysiert. Dabei wurde die prozentuale Adj. Vol. (”adjusted 
volume“) in das Microsoft® Excel-Programm übertragen. Das Zielprotein wurde gegen das 
”house keeping“-Protein verrechnet. Die relativen Werte wurden anschließend in Sigma 
Plot 12.0 als Diagramm dargestellt. Für die statistische Auswertung wurde mittels 
GraphPad Instat 3 ein One-way ANOVA-Dunett aufgetragen. 
 
3.9.4 Strippen der Membran 
 
Um die Membran für weitere AK-Reaktionen verwenden zu können, wurden diese in 67°C 
warmem Stripping-Puffer für 10 min und im Anschluss für 10 min bei RT inkubiert. Ein 
dreimaliges Waschen mit 0,1 % PBS-Tween schloss sich an. 
 
primärer Antikörper sekundärer Antikörper 
mCD31 (R&D Systems) 1:500 anti-Ziege (ABBIOTEC) 1:1000 
”α-smooth muscle actin“ (abcam) 1:1000 anti-Kaninchen  
(Santa Cruz Biotech) 
1:1000 
Sarcoplasmatic α-Aktinin (Sigma) 1:500 anti-Maus  
(Santa Cruz Biotech) 
1:1000 
GAPDH (abcam) 1:1000 anti-Kaninchen  
(Santa Cruz Biotech) 
1:1000 
Anti p27 Kip1 (abcam) 1:500 anti-Kaninchen (ABBIOTEC) 1:1000 
Anti Phospho eNOS  
(Cell Signaling) 
1:200 anti-Kaninchen  
(ABBIOTEC) 
1:1000 
Caspase 3 (Cell Signaling) 1:500 anti-Kaninchen (ABBIOTEC) 1:1000 
Cleaved Caspase3  
(Cell Signaling) 
1:500 anti-Kaninchen  
(ABBIOTEC) 
1:1000 
Anti eNOS  
(BD Transduction Laboratories) 
1:200 anti-Maus 
(Santa Cruz Biotech) 
1:1000 
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3.10 Quantitative real time RT-PCR 
3.10.1 Isolierung der mRNA 
 
Für die Zeitreihen der mRNA-Expression von polymerase IIa, PPAR-γ, -α und -β/δ wurden 
Proben ab Tag 0 verwendet. Zum Nachweis der mRNA von polymerase IIa, PPAR-γ, -α, 
-β/δ, ki67, hcn4, tbx5, nkx2.5 und isl1 wurden ca. 30 EBs am Tag 4 aus der SF auf 
adhärente PS ausplattiert. Nach entsprechendem Stimulationszeitraum (4+2, 4+8 und 
4+10) wurden die Proben dreimal mit 1x PBS gewaschen und in 600 µl Lyse (RLT)-Puffer 
(10 µl β-Mercaptoethanol (Sigma) pro 1 ml QIAGEN RLT-Puffer) aufgenommen. Der 
verwendete RLT-Puffer beinhaltet Guanidinthiocyanat, wodurch Proteine und RNasen 
inaktiviert bzw. denaturiert werden. Somit wird die Reinheit der gesamten RNA 
gewährleistet. Die Isolierung der mRNA wurde nach dem QIAGEN Qiashredder™- und 
QIAGEN RNeasy®-Protokoll durchgeführt. Die RNA-Proben wurden anschließend bei 
-80°C gelagert. Die mRNA-Konzentration wurde mittels Dreifachbestimmung der 
optischen Dichte (OD) am SanoDrop®-Kisker mit dem Analyseprogramm ND-1000 
V3.1.2. unter Verwendung des Lambert-Beer´schen Gesetzes (c = OD260 nm x40) bestimmt. 
3.10.2 cDNA-Synthese 
 
Für die cDNA-Synthese wurde 1 µg mRNA eingesetzt. Der Mastermix ist Tab. 5 zu 
entnehmen. Hierbei wurde das Promega-Protokoll verwendet. 
Die Proben wurden auf Eis pipettiert und die cDNA danach im Eppendorf-Mastercycler 
gradient mit folgender Einstellung synthetisiert: 10 min 70°C, 1 h 42°C und 5 min 95°C, 















RT-Puffer (10 x) 2 µl 
dNTPs (10 mM) 2 µl 
MgCl2 (25 mM) 4 µl 
Oligo dT-Primer (0,5 µg/µl) 1 µl 
RNasin RNAse Inhibitor 0,5 µl 
AMV-Reverse Transkriptase (10 u/µl) 0,5 µl 
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3.10.3 Quantitative real time RT-PCR 
 
Für die quantitative real time RT-PCR wurde 1 µg synthetisierte cDNA eingesetzt. Es 
wurde ein Mastermix (Tab. 6) hergestellt. Der Primer-Mix setzte sich aus 3 µl 
Vorwärtsprimer, 3 µl Rückwärtsprimer und 94 µl RNase-freiem Wasser zusammen 
(Oligonukleotid-Sequenzen im Anhang). 
In die 0,1 ml-Reaktionsgefäße (”strips of 4 tubes and caps“) von QIAGEN wurde das 
Gemisch pipettiert. Die Proben wurden mit dem QIAGEN Rotor-Gene mittels QIAGEN 
Rotor-Gene Q Series Software 2.0.2. analysiert (Programm Tab. 7). SYBR™ Green® ist 
ein Fluoreszenzfarbstoff, welcher in die DNA interkaliert. Während der exponentiellen 
Phase der quantitativen RT-PCR erhöht sich die Fluoreszenz proportional zur 
amplifizierten DNA. Es wurde ein Schwellenwert (”threshold“) im Bereich der 
ansteigenden exponentiellen Phase festgelegt. Der für die Auswertung genutzte ”cycle 
threshold“ (Ct)-Wert ergibt sich aus dem Schwellenwert und dem Schnittpunkt der 
Amplifikationskurve. Die relative Genexpression (∆Ct = Ct Zielgen – Ct polymerase IIa) 
wurde durch die relativen Ct-Werte der polymerase IIa zum Zielgen berechnet. Damit die 
Expressionslevel vergleichbar sind, wurden die Differenzen zwischen der polymerase IIa 
und dem Zielgen mittels ∆∆Ct-Methode nach Livak und Schmittgen berechnet (Livak und 
Schmittgen, 2001). 
Die relativen Unterschiede in der Expression des Zielgens verschieden behandelter Proben 
wurde aus der Ratio = 2-∆∆Ct bestimmt. Die Annealingtemperatur der Primerpaare wurde 
wie folgt eingestellt: PPAR-γ, PPAR-β/δ, PPAR-α (59°C), ki67 58°C, nkx2.5 60°C, hcn4 




Tab. 6: Zusammensetzung des Mastermixes für die quantitative real time RT-PCR 
 
Substanz Menge 
SYBR™ Green® 10 µl 
H2O 7 µl 
Primer-Mix 2 µl 
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3.11 Statistische Auswertung 
Die Auswertung erfolgte mittels Tabellen- und Kalkulationsprogramm von Microsoft® 
Office Excel. Dafür wurden aus drei unabhängigen Experimenten die Mittelwerte (MW) 
sowie ± gepoolte Standardabweichung (SD) als auch der Standardfehler (SEM) bestimmt. 
Das Statistikprogramm GraphPad Instat3 errechnete die dazugehörigen Signifikanzen 
mittels One-way ANOVA-Dunett. Die statistische Signifikanz wurde mit p<0,05 
angenommen. Die Gestaltung der statistischen Graphen erfolgte in der Analyse- und 
Grafiksoftware SigmaPlot 12.0 von Synstat. 
Die relativen Werte wurden anschließend in Sigma Plot 12.0 als Diagramm dargestellt. Für 




Phasen Temperatur Dauer (40x) 
Initialisierung 95°C 3 min 
Denaturierung 95°C 30 s 
Annealing 58°C, 59°C, 60°C 30 s 
Elongation 72°C 30 s 
Endelongation 72°C 5 min 
Ende 4°C  
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4 Ergebnisse 
 
Um Aussagen zum Einfluss der PPAR-γ-Liganden auf die kardiovaskuläre Differenzierung 
treffen zu können, musste zuvor das Zeitfenster der Differenzierung von Flk1+-
Progenitorzellen, der PPARs, der Endothelzellen sowie der glatten Muskelzellen in ES-
Zellen bestimmt werden. Während der EB-Kultur der CGR8- und E14-Zelllinien 
verändern sich die Genexpression und das Proteinniveau in einem zeitlich streng 
ablaufenden Muster, welches der Differenzierung bzw. Proliferation von embryonalen 
Genen im murinen Embryo entspricht. 
4.1 Charakterisierung der ES-Zelllinie und deren Differenzierung 
zu unterschiedlichen Zelltypen in der EB-Kultur 
 
Für intensivere Analysen wurden dazu die mRNA-Expression und Proteinsynthese 
spezifischer Marker untersucht. Zur Bestimmung der Differenzierung von mesodermalen 
Vorläuferzellen wurde Flk1 (VEGFR-2) verwendet. Die Endothelzellen konnten anhand 
von CD31 (PECAM-1), welches zum größten Teil auf den interzellulären endothelialen 
Verbindungen (”junctions“) lokalisiert ist (Albelda et al., 1990) identifiziert werden. Um 
die glatte Muskulatur in dieser Arbeit nachzuweisen, nutzten wir die prädominanten 
Isoform α-SMA als Marker. Zudem erfolgte die Untersuchung der zeitlichen Expression 
der PPAR-α, -β/δ und -γ in CGR8-EBs. 
 
4.1.1 Mesodermale Entwicklung während der EB-Entwicklung 
 
Wir spürten Flk1+-Zellen über einen Zeitraum von Tag 2 – 10 auf und nutzten dazu die 
Durchflusszytometrie. 
 
Für die Untersuchung der Flk1+-GFP-Fluoreszenz wurde die mES-E13Tg2a.4-Zelllinie (s. 
3.1.1) verwendet. Diese trug GFP-markiertes Flk1+ und konnte daher zur 
fluoreszenzbasierten Detektion von Flk1+-Zellen mittels Durchflusszytometrie verwendet 
werden. Die ersten Flk1+-Zellen waren am Tag 2 detektierbar (Abb.4-1). Von Tag 3 -5 
zeigte sich eine maximale Anzahl der Flk1+-Zellen. Abb. 4-1B zeigt, dass sich die Flk1+-




























Abb. 4-1: Altersabhänge Flk1+-GFP-Fluoreszenz während der E14Tg2a.4-EB-Entwicklung 
(A) Bestimmung der Flk1+-GFP-Fluoreszenz mittels Durchflusszytometrie: Die Flk1+-GFP-
Fluoreszenz in E14Tg2a.4-EBs wurde zum E14-WT bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte ± 
Standardfehler aus drei unabhängigen Versuchen. Signifikanz gegen Wert an Tag 2  p<0,05 
mittels One-way-ANOVA-Test. (B) Transmissionsmikroskopie von undifferenzierten E14Tg2a.4 
(10x-Objektiv) und Aufnahmen der GFP-Fluoreszenz von Fk1+-Zellen (20x-Objektiv), am 
Fluoreszenzmaximum von adhärenten E14Tg2a.4-EBs am Tag 5. Der Maßbalken entspricht 
















































 1 Tag 5  5 Tag 5 
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4.1.2 Endotheliale Differenzierung während der EB-Entwicklung 
 
Zum Nachweis der endothelialen Strukturen während der EB-Entwicklung verwendeten 
wir den intravaskulären Oberflächenmarker CD31 (”platelet endothelial cell adhesion 
molecule-1“, PECAM-1). Zur Untersuchung des CD31-Proteinniveaus mittels Western 
Blot und Immunfluoreszenz wurden Proben von CGR8-EBs aus der SF an den Tagen 4 -18 
isoliert. Die Proteinsynthese von CD31 folgte einem biphasischen Verlauf, gekennzeichnet 




































Abb. 4-2 A/B: Altersabhängige Synthese von CD31 während der EB-Entwicklung  
(A) Bestimmung der Proteinmenge mittels Western Blot (arbitrary units (AU)): In zeitlicher 
Abhängigkeit wurden die relativen Proteinmengen von CD31 zum ”house keeping“-Protein 
GAPDH aufgetragen. Dargestellt sind Mittelwert ± Standardfehler aus drei unabhängigen 
Versuchen. Signifikanz gegenüber Wert am Tag 4  p<0,05 mittels One-way-ANOVA-Test. (B) 
Immunfluoreszenz während der EB-Entwicklung. Dargestellt sind repräsentative Bilder mit CD31 
(rot), Zellkernfärbung mittels DAPI (blau). Der Maßbalken entspricht 100 µm.  
Tag 6 Tag 8 Tag 12 Tag 18 B 
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Die Immunfluoreszenz zeigte erste CD31+-Zellen am Tag 6 (Abb. 4-2A), welche sich im 
Laufe der EB-Entwicklung zu einem stark verzweigten Netzwerk differenzierten (Abb. 4-
2B). Somit wurde eine forcierte Endothelzelldifferenzierung zwei Tage nach Beginn der 
mesodermalen Differenzierung beobachtet im Vergleich zu Abb. 4-1. 
 
4.1.3 Differenzierung der glatten Muskulatur während der EB-
Entwicklung 
 
Die glatte Muskulatur als kontraktiler Bestandteil von Blutgefäßen kann aus epikardialen 
Muskel- und Gefäßvorläuferzellen bestehen (Carmeliet und Jain, 2000). Die Synthese von 
α-SMA in ES-Zellen wurde mittels Western Blot und Immunfluoreszenz analysiert. Wie 
durch Abb. 4-3 deutlich wird, setzte die α-SMA-Synthese am Tag 6 ein und erreichte ein 
Maximum an den Tagen 10 - 14 (Abb. 4-3A). Die Immunfluoreszenz zeigte erste sehr 
wenige α-SMA+-bildende Strukturen am Tag 5, welche sich im Laufe der EB-Entwicklung 























Abb. 4-3 A: Altersabhängige Synthese von α-SMA während der EB-Entwicklung 
(A) Bestimmung der Proteinmenge mittels Western Blot (AU): In zeitlicher Abhängigkeit 
wurde die relative Proteinmenge von α-SMA zum „house keeping“-Protein GAPDH aufgetragen. 
Es wurden 70 µg Gesamtprotein je Probe eingesetzt. Dargestellt sind Mittelwert ± Standardfehler 




































A Tag        0     4    5    6    8   10   12  14  18 
α-SMA (42 kDa) 
GAPDH (37 kDa) 
-ERGEBNISSE- 
 












Abb. 4-3 B: Immunfluoreszenz von α-SMA während der EB-Entwicklung 
B) Immunfluoreszenz von α-SMA. Dargestellt sind repräsentative Bilder mit Zellkernfärbung 
(DAPI, blau) und α-SMA (grün). Der Maßbalken entspricht 100 µm. 
 
Im längerfristigen Vergleich der Flk1- und der CD31-Differenzierung wird erkennbar, dass 
die Entwicklung der mesodermalen und endothelialen Zellen vor der glatten Muskulatur 
erfolgt (vergleiche mit Abb.4-1A und Abb.4-2A). 
 
4.1.4 Altersabhängige Expressionen von PPAR-α, -β/δ, -γ  
 
Die altersabhängige ”peroxisomen proliferation activated receptors“ (PPARs)-mRNA-
Expression wurde mittels quantitativer real time RT-PCR analysiert. Abb. 4-4 zeigt die 
mRNA-Expression der PPARs während der Kultivierung von mES-CGR8-Zellen in 
unterschiedlichen Mengen und Zeitpunkten (Abb. 4-4). Der Zeitpunkt 0 entspricht der 
Kultivierung der CGR8-mES-Zellen mit LIF. 
 
Die Verläufe der gemessenen mRNA-Expression einzelner PPARs unterscheiden sich sehr 
voneinander. Während der EB-Entwicklung im Zeitraum von Tag 0 - 18 erfolgte an den 
Tagen 4 - 10 eine Herunterregulation der PPAR-α-mRNA-Expression, gefolgt von einer 
erhöhten Genexpression an den Tagen 12 und 14 (Abb. 4-4A). Die PPAR-β/δ-mRNA-
Expression verlief von Tag 0 - 4 auf einem geringen Expressionsniveau, stieg am Tag 6 auf 
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Die PPAR-γ-Expression zeigte einen biphasischen Verlauf und war an den Tagen 6 - 8 und 
am Tag 18 signifikant erhöht (Abb. 4-4C). Das erste Maximum entsprach der Hälfte des 
PPAR-β/δ-Genexpressionslevels, wohingegen das zweite Maximum eine doppelte mRNA-











Abb. 4-4: Relative PPAR mRNA-Expression während der EB-Entwicklung  
Bestimmung der relativen mRNA-Expression mittels quantitativer real time RT-PCR von PPAR-α, 
PPAR-β/δ und PPAR-γ, zum endogenen Standard polymerase IIa im zeitlichen Verlauf der EB-
Kultivierung. Dargestellt sind Mittelwert ± gepoolte Standardfehler aus drei unabhängigen 
Versuchen. Signifikanz gegenüber Wert am Tag 0  p<0,05 mittels One-way-ANOVA-Test. 
 
4.2 Einfluss von PPAR-γ-Liganden auf die EB-Entwicklung 
4.2.1 Untersuchung der Zytotoxizität der PPAR-γ-Liganden 
 
Um eine nicht letale Konzentration der zu untersuchenden Substanzen für die Folge-
experimente zu ermitteln, musste eine zytotoxische Wirkung auf die ES-Zellen 
ausgeschlossen werden. Dazu wurde der zytotoxische Einfluss der PPAR-γ-Liganden auf 
den EB durch Detektion von nekrotischen und apoptotischen Zellen analysiert. Es wurden 
die Tage 4+8 gewählt, da zu diesem Inkubationszeitpunkt die Endothelzellen, die 
Kardiomyozyten und die glatten Muskelzellen im EB beobachtet werden konnten (s. Abb. 
4-2, Abb. 4-3). 
Für die Untersuchung der Toxizität von Ciglitazon und GW9662 wurde 
Ethidiumhomodimer-2 (EthD-2) verwendet, was zum Nachweis der Zellletalität dient. Zur 
Zeit (Tag)
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Ermittlung der toten Zellen im EB wurde die absolute EthD-2+-fluoreszierende Fläche 
gemessen. Nach Zugabe von 50 µM CGZ konnte ein signifikanter Anstieg der EthD-2+-
fluoreszierenden Fläche um das Doppelte beobachtet werden (Abb. 4-5A). Hingegen 
zeigten die Proben, welche mit 1 µM und 10 µM CGZ inkubiert worden waren, keinen 
signifikanten Unterschied zur DMSO-Kontrolle in der EthD-2+-fluoreszierenden Fläche. 
Nach Zugabe von GW9662 in drei verschiedenen Konzentrationen (1 µM, 2 µM und 
10 µM) wurde keine Letalität der Zellen beobachtet (Abb. 4-5B). Bei gleichzeitiger 
Behandlung der EBs mit 10 µM GW9662 und 10 µM CGZ konnte ebenfalls kein 
signifikanter Unterschied der EthD-2+-fluoreszierenden Fläche zur DMSO-Kontrolle 
detektiert werden. Aus diesem Grund wurden 10 µM als Konzentration der jeweiligen 















Abb. 4-5 A/B: Einfluss von Ciglitazon und GW9662 auf die Letalität der ES-Zellen 
Bestimmung des Anteils der fluoreszierenden EthD-2+-Fläche, welche dem Anteil nekrotischer ES-
Zellen in adhärenten EBs entspricht. Der Letalitätsnachweis von adhärenten EBs (Tag 4+8) 
erfolgte nach Inkubation mit (A) Ciglitazon (1 µM, 10 µM, 50 µM), (B) GW9662 (1 µM, 2 µM, 
10 µM) und einer Kombination aus 10 µM GW9662 und 10 µM CGZ mittels fluoreszierendem 
Ethidiumhomodimer-2. Als positive Kontrolle dienten in 7:3 Methanol/Aceton-fixierte EBs. 
Dargestellt sind Mittelwert ± Standardfehler aus drei unabhängigen Versuchen. Signifikanz 
gegenüber Wert der DMSO-Lösungsmittelkontrolle am Tag 4+8  p<0,05 mittels One-way-
ANOVA-Test. Als Kontrolle dienten mit DMSO (1:1000 Verdünnung im Medium) inkubierte EBs. 
 
 
Um zu untersuchen, ob die PPAR-γ-Liganden die Apoptose in ES-Zellen induzieren, 
wurde der Caspase3-Assay durchgeführt. Die Caspase3 dient hierbei als Marker, welche 
während der Apoptose-Signalkaskade gespalten und somit aktiviert wird. Es wurde das 
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Behandlungen der EBs mit 10 µM CGZ sowie mit 10 µM GW9662 hatten keinen Einfluss 
auf die Caspase3-Aktivität. Auch die Inkubation mit den beiden Substanzen in den 
verwendeten Konzentrationen von 10 µM bewirkte keine signifikant erhöhte Caspase3-























Abb. 4-6: Einfluss von Ciglitazon und GW9662 auf die Apoptose im EB 
Um die apoptotische Wirkung von PPAR-γ-Agonisten und -Antagonisten zu untersuchen wurden 
vier Tage alte EBs auf adhärenten PS für 8 Tage (Tag 4+8) inkubiert und mittels Caspase3-Assay 
auf das Vorhandensein von apoptotischen Zellen untersucht. Dargestellt sind Mittelwert ± 
Standardfehler aus drei unabhängigen Versuchen. Als Kontrolle dienten mit DMSO (1:1000 
Verdünnung im Medium) inkubierte EBs. 
 
 
4.2.2  Einfluss der PPAR-γ-Liganden auf die Proliferation und 
Migration der differenzierten Zellen im EB 
 
Um die Migration von differenzierten CGR8-Zellen nach Inkubation mit PPAR-γ-
Liganden zu untersuchen, wurde der Scratch-Assay verwendet. Die Bestimmung der 
wiederbesiedelten Fläche bzw. des Spaltschlusses wurde durch die Messung der 
Spaltkanten zu den Zeitpunkten 0 h, 3 h und 8 h vollzogen. Es wurde beobachtet, dass die 
Inkubation der Zellen mit 10 µM CGZ nach 3 h eine verglichen mit der DMSO-Kontrolle 
größere wiederbesiedelte Fläche verursachte. 8 h nach dem Versuchsbeginn war dieser 
signifikante Unterschied nicht mehr vorhanden. Dennoch wiesen hier die mit 10 µM CGZ 
inkubierten Zellen tendenziell eine im Vergleich zu den Kontrollzellen stärkere 
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signifikanten Unterschiede zur Kontrolle bezüglich der wiederbesiedelten Fläche (Abb. 4-
7). Die Inkubation mit deren Kombination aus Agonisten und Antagonisten resultierte in 
einer leicht größeren wiederbesiedelten Fläche im Vergleich zur Kontrolle. Nach 10 h war 













Abb. 4-7: Einfluss von Ciglitazon und GW9662 auf die Migration differenzierter Zellen 
Zur Untersuchung der Migration wurden sechs Tage alte EBs aus der SF vereinzelt, auf 6-
Lochplatten ausplattiert und Tag 6+1 mit PPAR-γ-Agonisten und -Antagonisten inkubiert. Ein 
definierter Bereich des Zellrasens wurde abgekratzt und vermessen. Nach 3 und 8 Stunden wurde 
dieser Bereich erneut ausgemessen. (A) Quantitative Auswertung der Wiederbesiedlung zum 
Zeitpunkt 3 h und 8 h nach dem Kratzen. Dargestellt sind Mittelwert ± Standardfehler aus drei 
unabhängigen Versuchen. Signifikanz normalisiert gegenüber den DMSO (1:1000 Verdünnung im 
Medium) inkubierten ES-Zellen. (B) Repräsentative lichtmikroskopische Aufnahme der Kontrolle 
(Ko) zum Zeitpunkt 3 h und 8 h nach dem Kratzen (10x-Objektiv). Maßstab entspricht 100 µM. 
 
Aufgrund der Beobachtungen im Scratch-Migrations-Assay sollte die Proliferation der ES-
Zellen in Abhängigkeit der verwendeten Substanzen über die Analysen der ki67-mRNA-
Expression und des p27Kip1-Proteinlevels untersucht werden. Die mRNA-Expression von 
ki67 kann ebenso wie das Ki67-Proteinlevel zur Bestimmung der Proliferation verwendet 
werden (Möller et al., 2009). Die Untersuchung des Ki67-Proteinniveaus konnte nicht 
gemessen werden, da es eine Halbwertszeit von 60 min nach der Mitose hat und 
anschließend degradiert wird (Christgen et al., 2014). 
 
Eine signifikante Erhöhung der ki67-mRNA-Expression wurde durch die Zugabe von 
10 µM CGZ auf das Dreifache und von 10 µM GW9662 auf das Doppelte festgestellt 





















































- 42 -  
PPAR-γ-Liganden in keiner erhöhten ki67-mRNA-Expression, sondern wies einen den 















Abb. 4-8: Einfluss von Ciglitazon und GW9662 auf die Proliferation der Zellen im EB 
(A) Nachweis der ki67-Expression mittels quantitativer real time RT-PCR am Tag 4+8 der 
Inkubation mit PPAR-γ-Agonisten und -Antagonist normalisiert zum endogenen Standard 
polymerase IIa. Dargestellt sind Mittelwert ± Standardfehler aus drei unabhängigen Versuchen. 
Signifikanz normalisiert gegenüber Wert der Kontrolle am Tag 4+8  p<0,05 mittels ANOVA-
Test. (B) Repräsentativer Western Blot von p27Kip1 (27 kDa) und dem endogenen Standard 
GAPDH (37 kDa). Nachweis von p27Kip1 am Tag 4+8 nach Zugabe von PPAR-γ-Agonisten und -
Antagonisten. Dargestellt sind Mittelwert ± gepoolte Standardabweichung aus drei unabhängigen 
Versuchen. Signifikanz gegenüber der Kontrolle am Tag 4+8  p<0,05 mittels ANOVA Test. Als 




Für die Untersuchung des Zellzyklus-Arrests wurde p27Kip1 (CDKN1B/Cyklin-
unabhängiger Kinaseinhibitor 1B) verwendet, und die Proteinanalyse erfolgte mittels 
Western Blot. Die Inkubation mit 10 µM CGZ führte zur 1,5-fachen und mit 10 µM 
GW9662 zur 2,5-fachen signifikanten Erhöhung von p27Kip1. Wie auch für ki67 beobachtet 
wurde, induzierte die gleichzeitige Behandlung der EBs mit 10 µM CGZ und 10 µM 
GW9662 keine signifikante Änderung des Proteinlevels von p27Kip1. Jedoch war eine 
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Abb. 4-9: Einfluss von Ciglitazon und GW9662 auf die Zellzahl der CGR8-Einzelzellen 
(A) Die 8000 CGR8-Einzelzellen/9,2 cm2 wurden am Tag 6 auf 6-Lochplatten ausgesät und am 
Tag 7 mittels Auszählung der adhärierten Zellen die Zellmenge auf 0,01 cm² von 0 h - 26 h 
bestimmt. (B) Repräsentative lichtmikroskopische Aufnahme der Kontrolle zum Zeitpunkt 0 h und 
24 h nach Versuchsbeginn (10x-Objektiv). Maßstab entspricht 100 µM. Rotmarkiert die Zellen. 
 
 
Die Messung der Zellzahl der CGR8-Einzelzellen mittels Auszählungsverfahren erfolgte 
am Tag 7, dem Zeitpunkt der maximalen PPAR-γ-Expression. Abb. 4-9 zeigt einen 
signifikanten Anstieg der Kontrollzellzahl im Vergleich zum Inkubationsbeginn und den 
Zeitpunkten 24 h und 26 h. Zu den Zeitpunkten 3 h, 6 h und 26 h nach Inkubationsstart 
beobachteten wir eine leichte Reduktion der Zellzahl durch 10 µM CGZ. Die Behandlung 
mit den PPAR-γ-Liganden führte zum Zeitpunkt 6 h zu einer signifikanten Erhöhung der 
Zellzahl nach Zugabe von 10 µM GW9662. Die Inkubation mit der Kombination aus 
10 µM GW9662 und 10 µM CGZ hatte eine tendenzielle Reduktion der Zellzahl zum 
Zeitpunkt 6 h zur Folge (Abb. 4-9). 
 
4.2.3 Größenveränderung der EBs während der Kultivierung 
 
Die Untersuchung der Durchmesser der embryoid bodies während der unterschiedlichen 
Kultivierungsmöglichkeiten und Inkubationen erfolgte zu verschiedenen Zeitpunkten. Abb. 
4-10 zeigt einen sigmoidalen Verlauf der Durchmesserzunahme. Zu Beginn wurden 1*107 
Einzelzellen mit einem Durchmesser von 18 µm in die SF bzw. bakteriologischen PS 
eingesät. Im Anschluss bildeten sich kleine Zellaggregate durch das Anheften einzelner 
Zellen aneinander, welche sich im Laufe der Kultivierungszeit vergrößerten, z. B. durch 
Bildung von Vakuolen und die Zunahme der Zellmenge (s. 4.2.2). Bis Tag 4 vergrößerte 
Inkubation (Tag 6+1)
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sich der Durchmesser der EBs in der SF um das 25-fache und in der PS um das 21-fache 
(Abb. 4-10A). Der Effekt der PPAR-γ-Liganden auf die Größe der EBs wurde von Tag 4 - 
4+4 gemessen, da eine Stagnation der Größe ab Tag 4+2 zu beobachten war und die 
















Abb. 4-10: Größenveränderung der embryoid bodies (µm) 
(A) Vergleich Spinnerflaschen- und Petrischalenkultivierung über die Zeit. Dargestellt sind 
Mittelwert ± gepoolte Standardabweichung aus drei unabhängigen Versuchen. Signifikanz 
gegenüber der Kontrolle am Tag 0 (SF)  p<0,05, (PS) + p<0,05 mittels ANOVA-Test. (B) 
Einfluss des PPAR-γ-Agonisten und -Antagonisten am Tag 4 (entspricht dem Beginn der 
Inkubation), Tag 4+2 und Tag 4+8. Dargestellt sind Mittelwert ± Standardabweichung aus drei 
unabhängigen Versuchen. Als Kontrolle dienten mit DMSO (1:1000 Verdünnung im Medium) 
inkubierte EBs. 
 
Eine leichte Verringerung der Durchmesser wurde bei den Inkubationen mit 10 µM CGZ 
im Vergleich zur Kontrolle detektiert (Abb. 4-10). Die Inkubation mit dem PPAR-γ-
Antagonisten 10 µM GW9662 hatte einen tendenziell vergrößernden Effekt auf den 
Durchmesser der EBs. Die Kombination aus GW9662 und CGZ führte zu einer 
Verringerung der EB-Durchmesser (Abb. 4-10B). 
Zusammenfassend zeigten diese Ergebnisse, dass der PPAR-γ-Agonist CGZ signifikant 
erhöhend auf die ki67-mRNA-Expression und die p27Kip1-Proteinsynthese wirkt. Es konnte 
ebenso ein schneller Spaltschluss im Scratch-Assay zur DMSO-Kontrolle nachgewiesen 
werden. Der PPAR-γ-Antagonist GW9662 führte ebenso wie CGZ zur signifikanten 
Erhöhung der ki6-mRNA-Expression und des p27Kip1-Proteinlevels. Zudem konnte durch 
die Zugabe des PPAR-γ-Antagonisten GW9662 die Zellzahl von CGR8-Einzelzellen und 
der Durchmesser von EBs zur DMSO-Kontrolle erhöht werden.  
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4.2.4 Einfluss der PPAR-γ-Agonisten und -Antagonisten auf die 
Expression der PPARs 
 
Die Effekte der PPAR-γ-Agonisten und -Antagonisten sowie deren Kombination auf die 
Subtypen der PPAR-Familie wurde mittels quantitativer real time RT-PCR analysiert. Die 

















Abb. 4-11: Prozentuale PPAR-mRNA-Expression nach Inkubation mit PPAR-γ-Liganden 
Messung der prozentualen PPAR-mRNA-Expression nach Inkubation mit PPAR-γ-Agonisten und -
Antagonisten mittels quantitativer real time RT-PCR von adhärenten EBs normalisiert gegen den 
endogenen Standard polymerase IIa als ”house keeping“-Gen. (A) Expression von PPAR-α, (B) 
PPAR-β/δ und (C) PPAR-γ. Dargestellt sind Mittelwert ± gepoolte Standardabweichung aus drei 
unabhängigen Versuchen. Signifikanz gegenüber Wert der Kontrolle des Tages 4+10  p<0,05 
mittels One-way-ANOVA-Test. Als Kontrolle dienten mit DMSO (1:1000 Verdünnung im 
Medium) inkubierte EBs. 
 
Die PPAR-α-mRNA-Expression wurde am Tag 4+10 signifikant nach Inkubation mit CGZ 
allein sowie in Kombination mit GW9662 im Vergleich zur DMSO-Kontrolle verringert 
(Abb. 4-11A). Nach Inkubation mit 10 µM GW9662 zeigte sich hingegen eine signifikante 
Steigerung der PPAR-α-mRNA. Die Inkubation mit 10 µM CGZ sowie mit 10 µM 
GW9662 führte jeweils zu einer signifikanten Erhöhung der PPAR-β/δ-mRNA-Expression 
(Abb. 4-11B). Die Behandlung mit einer Kombination aus 10 µM GW9662 und 10 µM 
CGZ hatte keinen Effekt auf die PPAR-β/δ-mRNA-Expression. Die Expression der 
PPAR-γ-mRNA war dagegen ähnlich wie bei PPAR-α nach der Behandlung mit 10 µM 
GW9662 signifikant erhöht, wohingegen 10 µM CGZ sowohl allein als auch in 






































































































A B C 
-ERGEBNISSE- 
 
- 46 -  
4.2.5 Effekt der PPAR-γ-Liganden auf Flk1+-Zellen 
 
Die Untersuchung von Flk1+-GFP-markierten E14Tg2.a ES-Zellen fand nach der 
Behandlung mit dem PPAR-γ-Agonisten CGZ und dem PPAR-γ-Antagonisten GW9662 
am Tag 4+2 mittels Durchflusszytometrie statt. Dieser Zeitpunkt wurde ausgewählt, weil 

















Abb. 4-12: Flk1-Synthese während der embryonalen Entwicklung 
Nachweis der Flk1+-GFP E14Tg2a.4-Zellen am Tag 4+2 nach 48 h Inkubation mit 10 µM CGZ 
und 10 µM GW9662 sowie deren Kombination mittels durchflusszytometrischen Messverfahrens. 
Als Kontrolle dienten mit DMSO (1:1000 Verdünnung im Medium) inkubierte EBs. Dargestellt 
sind Mittelwert ± Standardfehler aus drei unabhängigen Versuchen.  
 
Hierbei war keine signifikante Veränderung der Flk1+-Zellen nach Zugabe von 10 µM 
CGZ bzw. 10 µM GW9662 zu beobachten (Abb. 4-12). Desgleichen hatte die 
Kombination aus GW9662 und CGZ (10 µM) keinen signifikanten Anstieg der Flk1+-
GFP-Zellen am Tag 4+2 zur DMSO-Kontrolle (Abb. 4-12). 
 
4.2.6 Effekte der PPAR-γ-Liganden auf die Kardiomyogenese 
 
Um den Effekt des PPAR-γ-Agonisten und -Antagonisten auf die Funktionalität von 
Kardiomyozyten zu untersuchen, wurden verschiedene Methoden verwendet. Zum einen 
wurde die Anzahl kontrahierender EBs, die Frequenz der Kontraktionen der sich 
differenzierenden Kardiomyozyten (beats per minute = bpm), die ROS-Bildung, welche 
ein Differenzierungssignal für die Kardiogenese ist, und zum anderen die Expression von 
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4.2.6.1 Untersuchung der kontrahierenden ”embryoid bodies“ 
 
Für die Analyse der Anzahl kontrahierender EBs wurden vier Tage alte EBs auf adhärente 
PS ausplattiert und für weitere 8, 10, 12 und 14 Tage mit den PPAR-γ-Liganden inkubiert.  
 
Die Behandlungen mit CGZ zeigte eine Reduktion der Anzahl kontrahierender EBs. Die 
Inkubation mit 10 µM CGZ (Abb.4-13A) resultierte an den Tag 4+10 um 28 % und an den 
Tag 4+12 um 40 % in einer signifikanten Reduktion der Anzahl kontrahierender EBs. 
Zudem erzeugten 10 µM CGZ an den Tagen 4+8 und 4+14 keine signifikanten 
Veränderungen im Vergleich zur Kontrolle. Die 1 µM CGZ-Inkubation führte an den 
Tagen 4+8 zu einer 44 %-igen und am Tag 4+14 zu einer 70 %-igen Reduktion der Anzahl 
kontrahierender EBs (Abb. 4-13A). Die Inkubation mit 2 µM und 10 µM GW9662 führte 
hingegen an allen Untersuchungstagen zur Erhöhung der Anzahl kontrahierender EBs 
(Abb. 4-13B). Bei der 10 µM GW9662-Behandlung wurde am Tag 4+8 eine 50 %-ige, am 
Tag 4+10 eine 20 %-ige, am Tag 4+12 eine 60 %-ige und am Tag 4+14 eine 20 %-ige 



















Abb. 4-13: Anzahl der kontrahierenden EBs nach Inkubation mit PPAR-γ-Agonisten 
Bestimmung der Anzahl kontrahierender EBs nach Inkubation mit (A) Ciglitazon (1 µM, 10 µM) 
(B) GW9662 (1 µM, 2 µM, 10 µM) sowie die Koinkubation mit GW9662 (10 µM) und CGZ 
(10 µM). Als Kontrolle dienten mit DMSO (1:1000 Verdünnung im Medium) inkubierte EBs. 
Dargestellt sind Mittelwert ± Standardfehler aus drei unabhängigen Versuchen. Signifikanz 
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Die Kombination von Agonist und Antagonist führte am Tag 4+14 mit 100 % zu einer 
signifikanten Reduktion der Anzahl schlagender EBs im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 4-
13B). 
 
Die Messung der Schlagfrequenz (beats per minute (bpm)) zeigte eine CGZ-abhängige 
Reduktion, was v. a. bei einer Konzentration von 1 µM und 10 µM CGZ an den Tagen 
4+10 und 4+14 zu beobachten war. Besonders 10 µM CGZ führten an den Tagen 4+10 und 
4+14 zu einer 50 %-igen, und damit signifikanten Verringerung der Schlagfrequenz (Abb. 
4-14A). Die Inkubation mit GW9662 führte generell zu einer Frequenzerhöhung der 
Kontraktionen im adhärenten EB (Abb. 4-14B). Dies war vor allem bei den niedrigen 
Konzentrationen von 1 µM und 2 µM GW9662, aber auch bei 10 µM, zu beobachten. Die 
Kombination von 10 µM CGZ mit GW9662 hatten am Tag 4+10 einen 50 %-igen, also 




















Abb. 4-14: Frequenz der Kontraktionen (Schläge/Minute, bpm) in den inkubierten EBs 
Analyse der Frequenz der Kontraktionen von an Tag vier ausplattierten EBs nach Inkubation mit 
(A) Ciglitazon (1 µM, 10 µM), (B) GW9662 (1 µM, 2 µM, 10 µM) und einer Kombination von 
GW9662 (10 µM) und CGZ (10 µM). Dargestellt sind Mittelwert ± Standardfehler aus drei 
unabhängigen Versuchen. Signifikanz gegenüber Wert der jeweiligen Kontrolle  p<0,05 mittels 















































































Abb. 4-15: Frequenz der Kontraktionen (Schläge/Minute, bpm) nach der Inkubation mit 
PPAR-α und PPAR-γ Liganden 
(A) Analyse der Kontraktionen von an Tag vier ausplattierten EBs nach Inkubation mit 
10 µM MK886 (PPAR-α-Antagonist), 10 µM CGZ, 10 µM GW9662 und deren Kombination am 
Tag 4+10. Dargestellt sind Mittelwert ± Standardfehler aus drei unabhängigen Versuchen. (B) 
Untersuchung der Schläge/Minute (%) nach 4+10 Tagen Inkubation mit 10 µM GW9662, 
100 µM Trolox und 100 µM NMPG und deren Kombination. Signifikanz gegenüber Wert der 
jeweiligen Kontrolle  p<0,05 mittels One-way-ANOVA-Test. Als Kontrolle dienten mit DMSO 
(1:1000 Verdünnung im Medium) inkubierte EBs. 
 
Für die Untersuchung der weiteren Beteiligung an der Kardiomyogenese wurde der 
PPAR-α-Antagonist MK886 eingesetzt (Abb. 4-14, Abb. 4-15). Die Frequenz der 
Kontraktionen konnte durch die Zugabe des PPAR-α-Antagonisten MK886 am Tag 4+10 
um 30 % signifikant reduziert werden (Abb. 4-15A). 
Die Inkubation mit dem Radikalfänger Trolox (100 µM) und dem PPAR-γ-Antagonisten 
GW9662 (10 µM) sowie deren Kombination führten zur Erhöhung der Kontraktionen an 
den Tagen 4+10, 4+12 und 4+14 (Abb. 4-15B). Die Behandlung mit 100 µM N-(2-
Mercaptopropionyl)-Glycin (NMPG), einem weiteren Radikalfänger, führte zu einer 
signifikanten Reduktion der Kontraktionsfrequenz von Kardiomyozyten im EB am Tag 
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4.2.6.2 Produktion freier Sauerstoffradikale  
 
Da die ROS als ”second messenger“ während der Differenzierungsprozesse, z. B. der 

















Abb. 4-16 A/B: ROS-Generierung nach Inkubation mit PPAR-γ-Liganden 
(A) Semiquantitative Auswertung der ROS-Fluoreszenz: 48 h Inkubation von vier Tage alten 
EBs mit 10 µM CGZ, 10 µM GW9662 und Koinkubation mit Trolox zur Kontrolle. (B) 
Fluoreszenz von DCF mittels cLSM Zeiss 510® Meta, Farbgebung nach Glow Scale-LSM Image 
Examiner. Maßstab entspricht 100 µm. Als Kontrolle dienten mit DMSO (1:1000 Verdünnung im 
Medium) inkubierte EBs.  
 
 
Die Behandlung mit 10 µM CGZ erzeugte keine Veränderung der ROS-Generierung im 
Vergleich zu den Kontroll-EBs (Abb. 4-16B). Die zusätzliche Inkubation mit Trolox zu 
CGZ wies eine Herunterregulation des ROS-Signals um etwa 40 % auf (Abb. 4-16A).  
 
Die Abb. 4-16C,D zeigt, dass die Inkubation mit 1 µM, 2 µM und 10 µM GW9662 eine 
signifikante Hochregulation der ROS-Produktion im Vergleich zur Kontrolle hatte. Die 
Zusatzbehandlung mit Trolox hob den durch GW9662-bedingten Effekt signifikant auf. 
Die Kombination von 10 µM CGZ und 10 µM GW9662 führte zur signifikanten 
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Abb. 4-16 C/D: ROS-Generierung nach Inkubation mit PPAR-γ Liganden 
Semiquantitative Auswertung der ROS-Fluoreszenz: (C) Inkubation von vier Tage alten EBs 
mit 1 µM, 2 µM und 10 µM GW9662 mit und ohne Trolox für 48 h, als Kontrolle dienten 
unbehandelte EBs. Dargestellt sind Mittelwert ± Standardfehler aus drei unabhängigen Versuchen. 
Signifikanz gegenüber Wert der unbehandelten Kontrolle am Tag 4+2  p<0,05 Students-
Newman-Keuls ANOVA Test. (D) Fluoreszenz von DCF mittels cLSM Zeiss 510® Meta, 
Farbgebung nach Glow Scale-LSM Image Examiner. Maßstab entspricht 100 µm. Als Kontrolle 




Das ROS-Signal wurde am Tag 4+2, 48 h nach der Zugabe des PPAR-α-Antagonisten 
MK886 im Vergleich zur Kontrolle nicht signifikant reduziert (Abb. 4-17A). Die 
Inkubation mit den PPAR-α-Antagonisten MK886 (10 µM) und 100 µM Trolox führte zur 
signifikanten Reduktion des ROS-Signals im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Abb. 
4-17A). 
 
Die Messung der ROS-Generierung im EB nach 48 h-Inkubation mit den Radikalfängern 
100 µM Trolox, 100 µM NMPG und der Kombination mit dem PPAR-γ Antagonisten 
GW9662 (10 µM) führte zur signifikanten Reduktion des ROS-Signals (Abb. 4-17B). Die 
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Abb. 4-17: ROS-Generierung nach PPAR-γ- und PPAR-α-Liganden 
(A) Semiquantitative Auswertung des ROS-Signals: Vier Tage alten EBs wurden mit 10 µM 
MK886, 10 µM CGZ, 10 µM GW9662 und (B) mit 100 µM NMPG, 10 µM GW9662 in den 
Varianten mit und ohne Trolox inkubiert, als Kontrolle dienten unbehandelte EBs. Dargestellt sind 
Mittelwert ± Standardfehler aus drei unabhängigen Versuchen. Signifikanz gegenüber Wert der 
unbehandelten Kontrolle am Tag 4+2  p<0,05 Students-Newman-Keuls ANOVA-Test. Als 
Kontrolle dienten mit DMSO (1:1000 Verdünnung im Medium) inkubierte EBs.  
 
 
4.2.6.3 Nachweis früher kardialer Gene 
 
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch die Inhibierung des PPAR-γ 
mit 10 µM GW9662 die Kardiomyogenese, z. B. die Frequenz der Kontraktionen und die 
Anzahl kontrahierender EBs, erhöht wird. Ebenso sollte analysiert werden, ob PPAR-γ im 
Modellsystem EB in die Aktivierung der Transkription von frühen kardialen Genen 
involviert ist. Um die entsprechenden Testberichte zu verdeutlichen, wurde die Expression 
der folgenden frühen kardialen Transkriptionsfaktoren mittels quantitativer real time RT-
PCR analysiert (Abb. 4-18 und Abb. 4-19): des ”LIM-homeobox transcription factor1“ 
(isl1), des proepikardialen Markergens tbx5 (T-box5 Gen), des ”cardiogenic homeodomain 
factor“ (nkx2.5) und des Funktionsgens ”hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-






































































































































Abb. 4-18: Prozentuale mRNA-Expression der embryonalen kardialen Gene  
Messung der prozentualen mRNA-Expression nach Inkubation mit dem PPAR-γ-Agonisten und 
-Antagonisten mittels quantitativer real time RT-PCR von adhärenten EBs normalisiert gegen 
polymerase IIa als ”house keeping“-Gen. (A) isl1, (B) tbx5 und (C) nkx2.5. Dargestellt sind 
Mittelwert ± gepoolte Standardabweichung aus drei unabhängigen Versuchen. Signifikanz 
gegenüber Wert der Kontrolle nach 48 h (Tag 4+2) Inkubationszeit (Tag 4+2)  p<0,05 mittels 
One-way-ANOVA-Test. Als Kontrolle dienten mit DMSO (1:1000 Verdünnung im Medium) 
inkubierte EBs. 
 
Die isl1-mRNA-Expression am Tag 4+2 zeigte mit 10 µM CGZ sowie der Kombination 
beider Substanzen keinen Unterschied zur Kontrolle. Dagegen wurde isl1 durch 10 µM 
GW9662 signifikant um das Doppelte zur Kontrolle hochreguliert (Abb. 4-18A). Der 
GW9662-Effekt konnte durch die Zugabe von CGZ inhibiert werden (Abb.4-18A). Die 
Behandlung von vier Tage alten adhärenten murinen EBs zeigte nach 48 h Inkubation mit 
10 µM CGZ um das 3,7-fache, 10 µM GW9662 um das 3,9-fache und deren 
Kombination um das 3,3-fache eine signifikante Erhöhung des tbx5-Gens (Abb. 4-18B). 
Die Einzelinkubationen mit 10 µM CGZ bzw. 10 µM GW9662 führten zu keiner 
Veränderung der nkx2.5-mRNA-Expression zur Kontrolle (Abb. 4-18C). nkx2.5 wurde am 
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Zur Untersuchung der Effekte der PPAR-γ-Liganden auf die Differenzierung von 





























Abb. 4-19: Effekte der PPAR-γ-Liganden auf hcn4 und α-Aktinin-Synthese 
(A) Messung der prozentualen hcn4-mRNA-Expression nach Inkubation mit dem PPAR-γ-
Agonisten und -Antagonisten mittels quantitativer real time RT-PCR von adhärenten EBs 
normalisiert gegen polymerase IIa als ”house keeping“-Gen. Dargestellt sind Mittelwert ± gepoolte 
Standardabweichung aus drei unabhängigen Versuchen. Signifikanz gegenüber Wert der Kontrolle 
nach 4+8 Tagen Inkubationszeit  p<0,05 mittels One-way-ANOVA-Test. (B) α-Aktinin-
Proteinmenge (100 kDa) zu GAPDH (37 kDa) nach Inkubation mit PPAR-γ-Agonist und 
-Antagonist. Dafür wurden 75 µg Gesamtprotein eingesetzt. Dargestellt sind Mittelwert ± gepoolte 
Standardabweichung aus drei unabhängigen Versuchen. Signifikanz gegenüber Wert der Kontrolle 
nach 4+8 Tagen Inkubationszeit  p<0,05 mittels One-way-ANOVA-Test. (C) 
Immunfluoreszenz von α-Aktinin (grün), Zellkerne (blau) sind mittels DAPI markiert. Maßstab 
entspricht 50 µm. Als Kontrolle dienten mit DMSO (1:1000 Verdünnung im Medium) inkubierte 
EBs. 
 
Die hcn4-mRNA-Expression erhöhte sich nach Inkubation der EBs mit 10 µM CGZ zwar 
um 50 %, übte aber keinen signifikanten Unterschied zur Kontrolle aus. Wohingegen die 
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4-19A). Die Untersuchung der hcn4-mRNA-Expression zeigte, dass die Kombination 
keinen signifikanten Effekt hervorruft. 
Das α-Aktinin-Proteinlevel zeigte nach der Inkubation mit 10 µM CGZ keinen Effekt zur 
DMSO-Kontrolle am Tag 4+8 (Abb. 4-19B). Andererseits konnte durch die Zugabe von 
10 µM GW9662 das α-Aktinin-Proteinniveau um 44 % erhöht werden und durch die 
Kombination mit 10 µM CGZ sogar um 55 %. 
Zusammenfassend reduzierte CGZ die Anzahl kontrahierender EBs (Abb. 4-13), die 
Kontraktionsfrequenz (Abb. 4-14A), ROS (Abb. 4-16) und tbx5 (Abb. 4-18B) signifikant. 
Anderseits führte GW9662 generell zur Erhöhung der ROS-Generierung (Abb. 4-16C/D, 
Abb. 4-19A) und der kardialen Marker isl1, tbx5 (Abb. 4-18A,B), hcn4 (Abb. 4-19A), α-
Aktinin (Abb. 4-19B), der Kontraktionen/Minute und Anzahl schlagender EBs (Vergleich 
Abb. 4-13B, Abb. 4-14B). 
 
4.2.7 Effekte der PPAR-γ-Liganden auf die vaskuläre Differenzierung im 
EB 
 
Zur Untersuchung des Einflusses der PPAR-γ-Liganden auf das vaskuläre System im in 
vitro-Modell EB wurden die Effekte auf CD31+-Strukturen, auf der glatten Muskulatur 
(”α-smooth muscle actin“) mittels Immunfluoreszenz und die Stickstoffmonoxid (NO)-
Generierung mit Immunfluoreszenz und Western Blot analysiert. 
4.2.7.1 Effekte der PPAR-γ-Liganden auf die endotheliale Differenzierung 
 
Der Einfluss der PPAR-γ-Liganden auf die endotheliale Differenzierung wurde mit Hilfe 
der Immunfluoreszenz analysiert. Dadurch konnten auch strukturelle Veränderungen an 
CD31+-Strukturen nach Zugabe von PPAR-γ-Liganden visuell untersucht werden. Dafür 
wurden vier Tage alte EBs auf adhärente PS ausplattiert und mit PPAR-γ-Agonisten und 
-Antagonisten für 8, 10, 12 und 14 Tage inkubiert. 
 
Als Folge der Zugabe von 10 µM CGZ waren die CD31+-Strukturen während der EB-
Entwicklung an den Tagen 4+10, 4+12 und 4+14 reduziert (Abb. 4-20). Hingegen erhöhte 
1 µM CGZ die CD31+-fluoreszierende Flächen relativ zur Kontrolle an den Tag 4+8, 4+10 
und 4+12 (Abb. 4-20A). Der PPAR-γ-Antagonist (2 µM GW9662) induzierte eine 
Erhöhung der CD31+-fluoreszierende Fläche über die Zeit relativ zur Kontrolle an den Tag 
4+12 (Abb. 4-20B). 1 µM und 2 µM GW9662 erhöhten leicht die CD31+-fluoreszierende 
-ERGEBNISSE- 
 
- 56 -  
Fläche an den Tagen 4+8 und 4+10. Die Kombination aus PPAR-γ-Agonist und 



















Abb. 4-20: Quantitative Auswertung der CD31+-Fläche  
Für die Messung wurden adhärente vier Tage alte EBs ausplattiert und mit verschiedenen 
Konzentrationen von (A) CGZ und (B) GW9662 sowie deren Kombination behandelt. Es wurde 
ein Zeitraum von 4+8 - 4+14 Tage gewählt. Als Kontrolle dienten mit DMSO (1:1000 Verdünnung 
im Medium) inkubierte EBs. Dargestellt sind Mittelwert ± Standardfehler aus drei unabhängigen 





In Abb.4-21 sind repräsentative Aufnahmen der Immunfluoreszenz von CD31 zu sehen, 
wobei PPAR-γ Agonist und Antagonist (jeweils 10 µM) sowie deren Kombination 
(10 µM) gegenübergestellt sind. Es ist zu erkennen, dass die Gefäßmorphologie durch die 
Zugabe des Agonisten und Antagonisten zeitabhängig beeinträchtigt wurde. Die Proben, 
welche mit 10 µM CGZ behandelt wurden, zeigten eine reduzierte CD31+-Struktur im 
Vergleich zur Kontrolle an den Tagen 4+8 - 4+14 (Abb. 4-14). Hingegen verursachte die 
10 µM GW9662-Inkubation im Vergleich zur Kontrolle ein gut ausgebildetes CD31-
Netzwerk am Tag 4+10, welches sich im Laufe der Kultivierungszeit verringerte. Die 





























































































Abb. 4-21: Einfluss der PPAR-γ-Liganden auf die vaskuläre Differenzierung im EB 
Repräsentative Immunfluoreszenzaufnahmen von EBs, welche mit 10 µM CGZ und 
10 µM GW9662 sowie deren Kombination (10 µM) unterschiedlich lange inkubiert wurden. 
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4.2.7.2 Generierung von Stickstoffmonoxid nach Behandlung mit PPAR-γ-
Liganden 
 
Für den Nachweis der endothelialen NOS (eNOS) wurden am Tag 4 ausplattierte EBs mit 
PPAR-γ-Agonisten und -Antagonisten sowie deren Kombination (10 µM) für weitere acht 
Tage behandelt. Der Nachweis der eNOS erfolgte durch Detektion der nicht-
phosphorylierten eNOS zur Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) 






























Abb. 4-22: NO-Bildung nach Behandlung mit PPAR-γ-Liganden 
(A) Semiquantitative Auswertung der DAF-Fluoreszenz, welche mittels cLSM aufgenommen 
und die Fluoreszenzintensität analysiert wurde (%) nach Inkubation mit PPAR-γ-Agonisten 10 µM 
Ciglitazon (CGZ) und Antagonisten (10 µM GW9662) sowie deren Kombination am Tag 4+2. 
Dargestellt sind Mittelwert ± Standardfehler aus drei unabhängigen Versuchen. (B) Fluoreszenz 
von DAF (blau). Der Maßstab entspricht 100 µM. (C) Nachweis des unphosphorylierten eNOS-
Proteinlevels am Tag 4+8, normalisiert zu GAPDH. Dargestellt sind Mittelwert ± Standardfehler 
aus drei unabhängigen Versuchen. Als Kontrolle dienten mit DMSO (1:1000 Verdünnung im 
Medium) inkubierte EBs. 
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Am Tag 4+2 untersuchten wir die Freisetzung von NO und am Tag 4+8 das Proteinlevel 
der eNOS, da das maximale Proteinlevel der eNOS im Zeitraum von Tag 8 – 12 liegt 
(Bartsch et. al., 2011). Es wurden vier Tage alte EBs ausplattiert und diese am Tag 4+2 
mittels DAF-FM-Diacetat auf die Freisetzung von NO am cLSM untersucht. 
Die NO-Generierung (Abb. 4-22A) wurde nicht signifikant durch die Zugabe von 
10 µM CGZ oder 10 µM GW9662 und deren Kombination zur Kontrolle am Tag 4+2 
beeinflusst. Dennoch war eine tendenzielle Reduktion, und zwar um 50 %, der DAF-
Fluoreszenz im Vergleich zwischen 10 µM CGZ und Kontrolle am Tag 4+2 detektierbar 
(Abb. 4-22A). Demgegenüber konnten keine Unterschiede hinsichtlich des eNOS-
Proteinlevels im Vergleich zu den behandelten EBs zur Kontrolle gezeigt werden (Abb. 4-
22C). Eine Freisetzung der NO war nicht detektierbar, da eine phosphorylierte Form der 
eNOS nicht detektiert werden konnte.  
 
4.2.7.3 Einfluss von Alkohol auf die PPAR-Expression und Endothelzellen 
im EB 
 
Die PPARs sind neben ihrem hier untersuchten Einfluss auf Embryogenese auch in den 
zellulären Fett- und Energiestoffwechsel involviert. In unserer Arbeitsgruppe (cand. med. 
Stephanie Leissner) konnte die Generierung von Leberzellen aus embryonalen 
Stammzellen im in vitro-Modell EB gezeigt werden (Chinzei et al., 2002). Es ist bekannt, 
dass die PPAR-γ mRNA-Expression durch die Behandlung mit Alkohol bei adipösen 
Mäusen hochreguliert wird (Everitt et al., 2013). PPAR-γ kommt in hohen Mengen im 
Fettgewebe vor und nimmt eine Schlüsselrolle während der Differenzierung zu Fettzellen 
ein (Desvergne et al., 2006). Zudem besteht ein enger Zusammenhang zum Alkoholkonsum, 
dem Diabetes mellitus Typ II sowie dem metabolischen Syndrom, welches mit koronaren 
Herzerkrankung und Insulinresistenz einhergeht. 
Die Inkubation mit Ethanol erfolgte bis Tag 4+8, an welchem die Messung durchgeführt 
wurde. Die Behandlung von 4+8 Tage alten EBs führte zum signifikanten Anstieg der 
PPAR-α-mRNA-Expression bei 1,7 mmol/l und 17 mmol/l Ethanol. Wie die mRNA-
Expression von PPAR-β/δ und -γ zeigte, führte die 17 mmol/l Ethanolinkubation zum 
tendenziellen Anstieg der mRNA-Expression (Abb. 4-23). Aus den genannten Gründen 
wurde der Effekt von Ethanol auf die Differenzierung endothelialer Strukturen im in vitro-



















Abb. 4-23: Prozentuale mRNA-Expression der PPARs nach Ethanolbehandlung 
Messung der relativen mRNA-Expression gegen polymerase IIa als „house keeping“-Gen mittels 
Agarosegel-PCR von adhärenten EBs am Tag 4+8. (A) Expression von PPAR-α, (B) von 
PPAR-β/δ, (C) PPAR-γ. Dargestellt sind Mittelwert ± gepoolter Standardfehler aus drei 



























Abb. 4-24: Ethanoleffekte auf die Differenzierung von Endothelzellen 
(A) Absolute CD31+-Strukturen nach Ethanolbehandlung. Dargestellt sind Mittelwert ± 
Standardfehler aus mindestens drei unabhängigen Versuchen. Signifikanz gegenüber Wert der 
Kontrolle Tag 4+6 *p<0,05 % mittels ANOVA. (B) Immunfluoreszenz von CD31+-Strukturen 
(rot) mittels cLSM Zeiss 510® Meta (20x-Objektiv) am Tag 4+6 nach Ethanolinkubation. Der 
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Es konnte gezeigt werden, dass eine hohe Ethanolkonzentration von 171 mmol/l am Tag 
4+6 eine signifikante Reduktion der CD31+-Fläche zur Folge hatte (Abb. 4-24). Die 
17 mmol/l und 1,7 mmol/l-Konzentrationen hatten keinen Effekt auf die Ausbildung von 
Endothelzellen im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 4-24). 
 
4.2.7.4 Effekt der PPAR-γ-Liganden auf die Differenzierung der glatten 
Muskulatur im EB 
 
Zur Analyse der Differenzierung der glatten Muskulatur wurden vier Tage alte EBs auf 



















Abb. 4-25: Effekte der PPAR-γ-Liganden auf die Ausbildung der glatten Muskulatur  
Dargestellt ist die α-SMA+-fluoreszente Fläche. Dafür wurden vier Tage alte EBs ausplattiert und 
mit verschiedenen Konzentrationen von (A) CGZ und (B) GW9662 sowie in Kombination mit 
Agonist und Antagonist behandelt. Hierfür wurde ein Zeitraum von 4+8 - 4+14 Tagen gewählt. 
Dargestellt sind Mittelwert ± Standardfehler aus drei unabhängigen Versuchen. Signifikanz 
gegenüber Wert der Kontrolle des jeweiligen Tages  p<0,05 mittels One-way-ANOVA-Test. Als 
Kontrolle dienten mit DMSO (1:1000 Verdünnung im Medium) inkubierte EBs. 
 
Die Differenzierung der glatten Muskulatur wurde nach Zugabe von 10 µM CGZ an den 
Tagen 4+10 und 4+12 stimuliert und erhöhte so die α-SMA+-Fläche. Die Inkubation mit 
1 µM CGZ hatte an den Tagen 4+8, 4+10 und 4+12 keine signifikanten Unterschiede zu 
den Kontrollen (Abb.4-25A). Die Behandlung mit GW9662 führte ab Tag 4+10 zu einer 
signifikanten Reduktion der α-SMA+-Fläche um 40 % zur Kontrolle (Abb. 4-25B). Die α-
SMA+ -Fläche war am Tag 4+8 durch die Zugabe von CGZ und GW9662 sowie deren 
Kombinationen (10 µM) im Vergleich zur Kontrolle unverändert. Die Kombination aus 
Zeit (Tag)
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PPAR-γ-Agonisten und dem -Antagonisten führte am späten Inkubationstag (Tag 4+14) 





























Abb. 4-26: Repräsentative α-SMA+-Immunfluoreszenz 
Repräsentative Immunfluoreszenzaufnahmen von EBs, welche mit 10 µM CGZ und 
10 µM GW9662 sowie deren Kombination (10 µM) unterschiedlich lang inkubiert wurden.  
Dargestellt sind Zellkern (blau) und α-smooth muscle actin (α-SMA) (grün). Der Maßstab 
entspricht 100 µm. 
 
 
Die α-SMA+-fluoreszierende Fläche zeigt, dass sich durch die Zugabe von 10 µM CGZ im 
Vergleich zur Kontrolle eine sehr gut ausgebildete Struktur differenziert (Abb. 4-26). Die 
Behandlung mit 10 µM GW9662 und der Kombination aus den PPAR-γ-Liganden zeigt 
ein α-SMA-filamentöses Netzwerk, welches sich durch die Abnahme der Ausbreitung und 
Anzahl der Filamente unterscheidet.  
 
Zusammenfassend ist festzuhalten, dass ein gewebespezifischer Effekt der PPAR-γ-
Liganden auf die Vaskulogenese zu beobachten war. Hierbei führte CGZ zu einer 
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Reduktion der CD31+-Strukturen sowie zu einer tendenziellen Abnahme der detektierten 
DAF-Fluoreszenz. Es konnte aber eine verbesserte α-SMA-Ausbildung durch CGZ gezeigt 
werden. Andererseits führte der PPAR-γ-Antagonist GW9662 zu einem besseren CD31+-
Netzwerk im Vergleich zu CGZ. Jedoch beeinflusste GW9662 die eNOS-Synthese und 
DAF-Fluoreszenz nicht. Des Weiteren konnte eine Reduktion der α-SMA-fluoreszierenden 
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5 Diskussion 
5.1 Charakterisierung der ”embryoid bodies“ 
 
Bevor wir die Effekte der PPAR-γ-Liganden im Bezug auf die Kardiovaskulogenese 
untersuchen konnten, musste eine initiale Charakterisierung des verwendeten 
Stammzellmodells vorgenommen werden. Hierbei ist bereits bekannt, dass die 
Differenzierung von Flk1+-kardiovaskulären Progenitorzellen aus Brachyury+ (Bry+)-
mesodermalen Vorläufern erfolgt. Danach werden in der frühen Phase der Embryogenese aus 
mesodermalen Flk1+-Hämangioblasten kardiovaskuläre Gewebe gebildet (Jezierski et al., 
2007). Die darauf aufbauende Genese verschiedener Organ- bzw. Blutversorgungssysteme 
setzt an den Folgetagen ein (Iida et al., 2005). Ziel unserer Versuchsreihe war es nun, diese 
Zeitfenster an der verwendeten CGR8-mES-Zelllinie zu determinieren. Zuerst wiesen wir 
Hämangioblasten anhand ihres Markerproteins Flk1 im EB nach. Unsere ersten 
Untersuchungsergebnisse belegten, dass Flk1 in mES-Zellen zu Beginn der embryonalen 
Entwicklung am Tag 3 – Tag 5 und Tag 7 maximal synthetisiert wurde. Andere 
Veröffentlichungen zeigten einen ähnlichen Flk1-Verlauf in mES-Zellen mit Maxima an den 
Tagen 3 und 6 (Vittet et al., 1996, Bartsch et al., 2011). Die Differenzierung zu endothelialen 
Zellen ist, wie eingangs beschrieben, nur aus den Flk1+-Blastenkolonien in der EB-Kultur 
möglich (Faloon et al., 2000). So dokumentierten z. B. knock out-Studien, dass in murinen 
flk1-/--Embryonen die Entwicklung von endothelialen und hämatopoetischen Zellen 
ausgeblieben waren (Shalaby et al., 1997). Die Bildung von Flk1+-Progenitorzellen ist 
deshalb essentiell für eine Differenzierung zu kardiovaskulären Zelltypen. Wir konnten 
mittels Immunfluoreszenz und SDS-PAGE das maximale Niveau des CD31-Proteins an den 
Tagen 5 - 8 und - ein zweiter Anstieg - am Tag 18 nachweisen (Abb. 5-1). Die CD31+-
Strukturen entwickelten sich im Laufe der CGR8-Kultivierung von einzelnen positiven Zellen 
zu Clustern, die sich zu einem tubulären Netzwerk formierten und einer Verbesserung der 
Sauerstoffversorgung im EB dienten (Wartenberg et al., 1998). Im Embryo können sich erste 
endotheliale Zellen im äußeren Bereich des viszeralen Dottersacks am Tag E7.0-7.5, parallel 
mit den ersten Blutinseln differenzieren. Somit stimmen die dargestellten Prozesse der 
endothelialen Differenzierung in vivo und in vitro überein (Buckingham et al., 2005). Unsere 
Untersuchungen zeigten weiterhin, dass sowohl die mesodermale (Flk1+) als auch die 
endotheliale (CD31+)-Differenzierung in einem biphasischen Muster verlaufen. Dieses 
zeitlich voneinander versetzte Auftreten von Flk1+- und CD31+-Zellen würde für eine Flk1-
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abhängige Differenzierung der endothelialen Strukturen sprechen, da CD31 der Flk1-
Entstehung folgt und Flk1 die Differenzierung von Endothelzellen aus mesodermalen 
Vorläuferzellen beeinflusst, was der aktuellen wissenschaftlichen Hypothese entspricht 
(Kattman et al., 2007, Yang et al., 2008, Hannig et al., 2010). 
 
Um die Differenzierung von vaskulären Strukturen zu komplettieren, wurde die glatte 
Muskulatur mit dem ”alpha smooth muscle“-AK detektiert. Die vorliegende Arbeit zeigte 
mittels Immunfluoreszenz und SDS-PAGE den Beginn der Differenzierung zur glatten 
Muskulatur am Tag 6 in der adhärenten mES-Zellkultur (Abb. 5-1). Die strukturelle Bildung 
der glatten Muskulatur konnte am Auftreten der α-SMA+-Zellen gezeigt werden, welche sich 
während der Kultivierung zu einem filamentösen Netzwerk ausgebildet hatten. Diese 
Ergebnisse korrelieren mit Clément et al. (2007), wobei die α-SMC+-Lokalisation vor allem 
in der EB-Außenschicht am Tag 6 auftreten.  
 
Da sich die vorliegende Arbeit mit den Effekten der PPAR-γ-Liganden auf die 
kardiovaskuläre Differenzierung auseinandersetzt, wurde im Anschluss der zeitlichen 
Charakterisierung der kardiovaskulären Zellen die PPAR-Genexpression untersucht. Es 
konnte mittels quantitativer RT-PCR gezeigt werden, dass die drei PPAR-Isotypen 
unterschiedliche Expressionsmuster aufweisen. Die Maxima der PPAR-α lagen am Tag 12, 
PPAR-β/δ am Tag 6 und PPAR-γ an den Tagen 6 -8 und Tag 18. Im verwendeten EB-Modell 
konnte die PPAR-α-Genexpression zeitgleich mit dem Auftreten der glatten Muskulatur 
gezeigt werden (Abb.5.1), was für die PPAR-α-Lokalisation in den glatten Muskelzellen 
spricht (Staels et al., 1998). Unsere Beobachtungen in der CGR8-Zelllinie zeigten ein 
zeitgleiches Auftreten der PPAR-γ mit der Differenzierung von CD31+-Strukturen. Anhand 
dieser Daten konnten wir einen ersten Zusammenhang zwischen dem Vorkommen von 
PPAR-γ und der Lokalisation in Endothelzellen (Satoh et al., 1999) sowie in der vaskulären 
glatten Muskulatur herstellen (Law et al., 2000). Wir konnten auch zeigen, dass PPAR-β/δ in 
höheren Mengen als die PPAR-α und -γ exprimiert werden, womit wir die Ergebnisse von 
Desvergne und Wahli (1999) bestätigten. Zudem stellten wir auch eine gemeinsame 
Expression von PPAR-β/δ und CD31+ fest, was für deren Interaktion sprechen könnte. Die 
Studie von Sharifpanah et al. (2008) postulierte, dass die drei Subtypen der PPARs in der 
CCE ES-Zelllinie unterschiedliche Expressionsmuster haben, was mit den in der vorliegenden 
Arbeit verwendeten CGR8 ES-Zelllinie auch bestätigt wurde. 
-DISKUSSION- 
 
- 66 -  
Zusammenfassend konnten wir schlussfolgern, dass sich der EB als in vitro-Modell aufgrund 
der dargestellten Expressionsmuster für die Kardiovaskulogenese-Untersuchung als geradezu 
ideal empfiehlt. Die Ergebnisse unserer Studie bieten somit eine als Vorarbeit für weitere sh-
RNA-Untersuchungen hinsichtlich des Zusammenhanges zwischen der Kolokalisation von 
PPARs und der kardiovaskulären Differenzierung sein. Das Modell birgt darüber hinaus 
umfangreiches Untersuchungspotential zur Erforschung der Interaktionen zwischen den 




























Abb. 5-1: Embryonale Entwicklung der Maus 
In vivo-Entwicklung der Maus ab der Fertilisation (Tag E0) bis zum Wurf (Tag E16 -19) (Theiler, 
1989) und darunter die Gegenüberstellung der differenzierten Strukturen in vitro in der verwendeten 
mES-Zelllinien, welche die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit widerspiegeln (violett unterlegt). 
(modifiziert 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12) 
 
5.2 Wirkung der PPAR-γ-Liganden auf mES-Zellen 
 
Im Anschluss an die Charakterisierung der mES-Zellen wurde die toxischen Wirkung der 
verwendeten Substanzkonzentrationen von CGZ und GW9662 auf die genutzte Zelllinie 
untersucht. Während der Kultivierung galt es, eine apoptotische Wirkung der 
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gewährleisten. Es wurden zum einen die EthD-2-Messung und zum anderen das Verhältnis 
von cleaved Caspase3 zur Caspase3 ermittelt. Die Ergebnisse der EthD-2-Messung ergaben 
keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Konzentrationen von CGZ und 
GW9662 zur Kontrolle. Um diese Ergebnisse zu stützen, wurde das Verhältnis zwischen 
cleaved Caspase3 zur Caspase 3 auf Proteinebene untersucht, was ebenfalls zu keiner 
apoptotischen Wirkung führte. Da keine Beeinflussung der Caspase3 bestand, hätte dies mit 
einer Positivkontrolle bzw. mit alternativen Apoptose-Assays untermauert werden können, 
z.B. mittels 3- (4,5-Dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT)-, Annexin 
V und Propidium Iodide (PI)-Test in der Sub-G1-Phase oder Nachweis der Poly (ADP-
Ribose)-Polymerase (PARP), um eine noch eindeutigere Schlussfolgerung zu erzielen. 
Schlussendlich konnten wir keine Erhöhung der Zellmortalität bei den 10 µM-
Konzentrationen von Agonist und Antagonist nachweisen, weshalb wir diese Konzentrationen 
in allen weiteren Experimenten verwendeten. Damit liegen die von uns verwendeten 
Konzentrationen auch im Arbeitsbereich anderer Forschergruppen, wie z. B. an ESCs (10 µM 
GW9662, Sharifpanah et al., 2008), an Brustkrebszelllinien (IC50 von 20 -30 µM GW9662, 
Seargent et al., 2004), an der Leberkarzinomzelllinie HepG2 (LD50 125 µM GW9662; LD50 
76 µM CGZ, Henderson und Cheatham, 2006 und IC50 20 µM CGZ, Palakurthi et al., 2001) 
oder an VSMCs (10 µM CGZ, Jozkowicz et al., 2000) demonstriert werden konnte. 
 
Die Untersuchung des Spaltschlussverhaltens von mES-Einzelzellschicht nach der Inkubation 
mit dem PPAR-γ Agonisten CGZ zeigte einen tendenziell beschleunigten Spaltschluss im 
Scratch-Assay (Straatman et al., 2008), was auf eine erhöhte Migration nach CGZ-
Stimulation schließen lässt. Unsere Ergebnisse stützen sich dabei auf die gesamte 
Zellpopulation im EB, und wir können daher keine genauen Aussagen über die einzelnen 
Zelltypen treffen, welche nach CGZ Behandlung migrierten. Zur weiteren Untersuchung der 
gewanderten Zellarten müsste die Gesamtpopulation der EB-Zellen nach verschiedenen 
mesodermalen Subtypen separiert und analysiert werden. Die im Zentrum unserer Arbeit 
stehenden kardiovaskulären Zellen scheinen einen geringeren Anteil der migrierten 
Zellpopulation auszumachen, denn Marx et al. (1998) und Law et al. (2000) dokumentierten, 
dass durch die Zugabe von TZD eine Reduktion der Migration von HUVECs zu beobachten 
war. Einen maßgeblichen Beitrag an der Migration haben wahrscheinlich neuronale Zellen, 
weil Morales-Garcia et al. (2011) an Neurosphäroiden eine erhöhte Migrationsrate nach der 
Behandlung mit PPAR-γ Agonisten feststellten. 
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Weiterhin wurden das Proliferationsverhalten der mES-CGR8-Zelllinie mittels ki67-mRNA 
und der Zyklus-Arrest-Marker p27Kip1 in Abhängigkeit von CGZ untersucht. Wir konnten 
dokumentieren, dass die ki67-mRNA-Expression nach Zugabe von CGZ im EB signifikant 
erhöht ist. Gleichzeitig war das p27Kip1-Proteinniveau durch die Behandlung mit CGZ 
signifikant hochreguliert. Die ki67-Ergebnisse induzieren eine beschleunigte Mitoseaktivität 
(Gerdes et al., 1984), wohingegen der signifikante Anstieg des p27Kip1-Proteinlevels den 
Verbleib der ES-Zellen in der G1/S– Phase suggeriert (Chen und Harrison, 2005). Denn 
p27Kip1 bindet an Zyklin D/E und an deren katalytischen Untereinheiten CDK4/2 
(zyklinabhängige Kinase 4/2) und inhibiert somit die Aktivität des zyklinabhängigen 
Kinaserezeptors (Millard et al., 1997; Chen und Harrison,  2005). Daher bewirkt ein Anstieg 
von p27Kip1 den Verbleib der Zelle in der G1-Phase, was mit einer Reduktion der Proliferation 
und des Zellwachstums einhergeht (Millard et al., 1997). Allerdings konnten Untersuchungen 
zeigen, dass der Einfluss von CGZ auf den Zellzyklus unabhängig vom regulären Signalweg 
und den ”peroxisome prolifator response element“ (PPRE) geschieht, sondern seine Wirkung 
über die Blockade der Proteasomen-Aktivität entfaltet (Chen und Harrison, 2005). Dieser 
Mechanismus könnte auch im EB durch CGZ aktiviert werden. 
Eine Erklärung für das Paradoxon des Verbleibs in der G1-Phase bei gleichzeitiger 
Proliferation liegt darin, dass die EB-Kultur eine Vielzahl unterschiedlichster 
Zellpopulationen ausbildet. Dabei proliferieren bestimmte Zelltypen nach Inkubation mit 
CGZ und erhöhen die Expression von ki67, wohingegen andere ein erhöhtes p27Kip1-
Proteinniveau zeigen. In der Literatur finden sich korrespondierende Ergebnisse, denn CGZ 
hemmt die Zellteilung von murinen Leukämiezellen (Lea et al., 2004) und Brustkrebszellen 
(Seargent et al., 2004), aber TZD beschleunigt die Proliferation von mES-Zellen (Peymani et 
al., 2013). Als Lösungsvorschlag und Ansatz für weitere Forschungen sehen wir wiederum 
eine Zellseparation nach kardiovaskulären Subpopulationen (z.B. Flk1+, α-SMA+ und CD31+) 
als erfolgversprechend an. Denkbar sind auch eine zeitabhängige Regulation der ES-
Proliferation nach CGZ Zugabe und ein verstärkter Einfluss durch LIF (Peymani et al., 2013), 
was in weiterführenden Untersuchungen erforscht werden könnte. 
 
In der GW9662-Stimulation der mES-Zellen konnten ähnliche Ergebnisse wie für die 
Behandlung mit CGZ in Bezug auf die ki67-mRNA-Expression und das p27Kip1-Proteinlevel 
beobachtet werden (Abb. 5-2). Als Lösungsansatz für die geschilderte Differenz zwischen 
hochregulierten Proliferations-(Gerdes et al., 1984) und Zellzyklus-Arrest-Markern (Chen 
und Harrison, 2005) dienen wiederum die unterschiedlichen Zelltypen des EBs. Die 
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Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, dass durch GW9662 andere Zelltypen reguliert wurden 
als durch CGZ, da auch eine Stimulation der Zellzahl und der EB-Größe durch GW9662 zu 
beobachten war (Abb. 5-2). Publikationen anderer Arbeitsgruppen bestätigen die 
zelllinienabhängige Wirkung der PPAR-γ-Antagonisten auf die Proliferationsrate (Seimandi 
et al., 2005, David et al., 2007). So konnten unter anderem unterschiedliche Effekte gezeigt 
werden, welche auf die Dosisabhängigkeit bzw. die Bindung der Liganden an die PPAR-α 
und -β/δ zurückzuführen sind (Seimandi et al., 2005). 
Damit liefert unsere Arbeit sehr 
interessante Datensätze, die als 
Ausgangspunkt für die 
scheinbar komplexen PPAR-γ-
abhängigen Proliferations- 
regulationen im EB dienen 
könnten. Wie schon erwähnt, 
müsste für weitere 
Untersuchungen eine zeit- und 
technikaufwendige Zell-
isolation aus der Gesamtpopulation des EBs erfolgen. Selbstverständlich könnten zur 
Erforschung der vaskulären Genese auch existente Zelllinien wie HUVECs oder VSMCs 
genutzt werden. 
 
Effekte der PPAR-γ-Liganden auf die PPAR-Expression im EB-Modell 
 
Die PPAR-Agonisten und -Antagonisten können sowohl PPAR-α, -β/δ sowie -γ und damit die 
Zellentwicklung auf verschiedene Weise beeinflussen (Leesnitzer et al., 2002). Darum 
untersuchten wir die Interaktion zwischen den getesteten Liganden und allen PPAR-
Isoformen. Die Inkubation mit dem PPAR-γ-Antagonisten GW9662 reguliert die PPAR-α-
mRNA-Expression signifikant hoch. Frühere Publikationen zeigten korrespondierende 
Ergebnisse, die wahrscheinlich auf der Hemmung des PPAR-α-mRNA-Abbaus nach 
Blockierung mit GW9662 beruht (Leesnitzer et al., 2002). Interessanterweise wurden die 
stimulierenden Wirkungen von GW9662 durch Zugabe von CGZ aufgehoben, denn die 
alleinige Behandlung mit CGZ regulierte die PPAR-α-Expression herunter, was für eine 
Aktivierung des PPAR-α und seinen darauffolgenden Abbau spricht. Weiterhin wirkten sich 
CGZ und GW9662 positiv auf die Expression von PPAR-β/δ aus, was Berger et al. (1996) 
schon für TDZ und Leesnitzer et al. (2002) für GW9662 dokumentierten. Nichtsdestotrotz 
Abb. 5-2: Zusammenfassung der Ergebnisse von 
Ciglitazon und GW9662 auf die Proliferation und 
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bedarf es weiterer Forschungen im Bereich der zellulären Wirkungsmechanismen, v. a. auf 
die Interaktion zwischen GW9662/CGZ und PPAR-β/δ. 
Der Kern dieser Untersuchungsreihe bestätigte indes erwartungsgemäß (Vamecq und Draye; 
1989), dass PPAR-γ durch GW9662 hoch- und von CGZ herunterreguliert wird. Ebenso 
konnte durch die Inkubation mit CGZ und GW9662 der GW9662-Effekt aufgehoben werden, 
wie es auch bei der PPAR-α-mRNA-Expression zu beobachten war. Als Erklärung für die 
Effekte von GW9662 auf PPAR-γ ist die Fähigkeit des Antagonisten zur spezifischen 
konfokalen Modifikation an Cys285 der PPAR-γ-Ligandenbindende Domäne zu nennen 
(Leesnitzer et al., 2002). Die resultierende Inhibition des Liganden führt zu einer 
Inaktivierung der PPAR-γ-Proteine, wodurch die vorgeschaltete mRNA-Expression von 
PPAR-γ hochreguliert wird (Seargent et al., 2004). CGZ hingegen wirkt aktivierend auf 
PPAR-γ und scheint dessen Abbauprozess zu stören, woraus eine Blockade der dazugehörigen 
mRNA-Transkripte erfolgt. Der exakte Effekt von CGZ auf sein Target PPAR-γ ist bislang 
nicht erforscht und benötigt fortführende strukturbiologische und biochemische Analysen. 
Trotzdem zeigen unsere Daten, dass CGZ in der Lage ist, den Einfluss von GW9662 auf die 
PPAR-γ (und -α)-mRNA-Expression zu eliminieren. Dieses suggeriert eine dominante Rolle 
von CGZ, welche den Effekt der GW9662-abhängigen Cys285-Modifikation der PPAR-γ-LBD 
umgeht, ausschaltet oder inhibiert (Leesnitzer et al., 2002). Das hier beschriebene Modell der 
Kombinationsstimulation könnte daher als geeignetes Modell zu weiteren 
Proteinstrukturanalysen wie z. B. durch Kristallographie der LBD mittels 3D-
Strukturanalyseprogramm GRID/CPCA (Kastenholz et al., 2000) oder NMR-Spektrometrie 
sein. Zusammenfassend schlussfolgern wir, dass GW9662 und CGZ nicht nur mit PPAR-γ, 
sondern auch mit PPAR-α und PPAR-β/δ interagieren (Berger et al. 1996), wie z. B. von 
Leesnitzer et al. (2002) durch ”scintillation proximity assay“ (SPA) schon beschrieben 
wurde. Des Weiteren lassen unsere Ergebnisse auf eine starke Interaktion zwischen den 
einzelnen PPARs schließen, was auch in früheren Arbeiten schon postuliert wurde (Leesnitzer 
et al., 2002). Um diesen Zusammenhang zwischen den unterschiedlichen PPARs und deren 
spezifischen Bindungsverhalten für Substanzen weiter zu untersuchen, sollten verschiedene 
Versuchsaufbauten mit Kombinationen aus PPAR-α-, -β/δ-, -γ-shRNA Knock out-Zelllinien 
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Abb. 5-3: Übersicht der Ergebnisse 
nach Inkubation mit PPAR-γ- 
Liganden auf die kardiale 
Differenzierung in mES-Zellen 
Wirkung der PPAR-γ-Liganden auf die Differenzierung von 
Kardiomyozyten im EB-Modell 
 
Die kardiovaskuläre Differenzierung nach der 
Zugabe von PPAR-γ-Liganden steht im Zentrum 
dieser Arbeit. Wie einleitend beschrieben, setzt 
die murine embryonale Herzentwicklung mit der 
Formation des Herzschlauchs am Tag E7.5 ein. 
Da sowohl unsere als auch die Studie von 
Clément et al., (2007) in der mES-Kultur einen 
ähnlichen Verlauf zeigten, untersuchten wir die 
kardialen Marker und physiologischen Parameter 
nach dem Tag 4+2 in vitro (Bartsch et al. 2011). 
Festzustellen ist, dass unsere Ergebnisse keinen 
Einfluss von CGZ auf die kardiale 
Differenzierung nachweisen, denn die 
vorliegenden Datensätze dokumentieren einen 
Abfall der Schlagfrequenz, Anzahl 
kontrahierender EBs, der ROS-Generierung und 
des untersuchten Markerproteins (Abb. 5-3). Die Inkubation mit dem PPAR-γ-Antagonisten 
GW9662 bestätigte diese Daten, da GW9662 die Kardiomyogenese in folgenden Punkten 
stimuliert: Steigerung der Frequenz der Kontraktionen, der Anzahl kontrahierender EBs, des 
α-Aktinin-Proteinlevels, der Expression von hcn4, den Transkriptionsfaktoren isl1, tbx5 sowie 
der Generierung von ROS (Abb. 5-3). Zur argumentativen Annäherung an die sehr komplexe 
Thematik der molekularen Herzentwicklung beginnen wir mit der Ergebnisdiskussion der 
ROS-Generierung, da diese als Signalmoleküle während der Kardiomyogenese wirken 
(Sharifpanah et al., 2008). Wie gezeigt und bereits erörtert, reduziert die CGZ-Stimulation im 
EB die Bildung von ROS, was durch die Erhöhung der antioxidativen Katalase begründet sein 
könnte (Chen et al., 2012). Andererseits induziert der untersuchte PPAR-γ-Antagonist die 
ROS-Generierung, was auf einen agonistischen Effekt von GW9662 auf PPAR-α 
zurückzuführen ist (Leesnitzer et al, 2002) (Abb.5-4). Damit bewirkt GW9662 eine 
Inaktivierung der PPAR-γ und aktiviert wahrscheinlich die ROS-Bildung via PPAR-α. 
Deshalb untersuchten wir die ROS-Generierung nach Zugabe des PPAR-α-Antagonisten 
MK886, was, wie erwartet, zu einer Herunterregulation des ROS-Signals führte. In diesem 
Zusammenhang dokumentierten wir, dass mittels Zugabe des PPAR-α-Antagonisten  
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(MK886) die durch GW9662-vermittelten kardialen Differenzierungsmechanismen in Bezug 
auf die Schlagfrequenz aufgehoben wurden. Somit korrespondieren unsere Resultate mit 
anderen Forschungsarbeiten, in denen eine gesteigerte ROS-Generierung nach Zugabe eines 
PPAR-α-Agonisten und die damit einhergehende Differenzierung der Kardiomyozyten durch 
ROS-abhängige Aktivierung der NADPH-Oxidase (Nox) gefunden wurde (Sharifpanah et al., 
2008). Um eine genaue Aussage über die ROS-Quelle zu treffen, müssten spezifische ROS-
Inhibitoren verwendet werden, wie z.B. Diphenyliodonium (DPI) und Apozynin zur 
allgemeinen Blockierung der Nox oder wie Phenylarsinoxid (PAO) (Hamilton et al., 2002) 
für die Inhibierung der Nox2, 2-Azetylphenothiazin (ML171, APT) (Berndt, 2013) oder 1,3-
Benzoxazol-2-yl-3-benzyl-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pyrimidin-7-yl-Sulfid (VAS2870) (Lange 
et al., 2009) für die Nox1-Inhibierung. Anhand ähnlicher Versuchsanordnungen erstellten 
Buggisch et al. (2007) und auch Bartsch et al. (2011) eine Zeitreihe für die 
zellmembranständigen Nox im EB. Sie postulierten eine zeitabhängige Expression der 
verschiedenen Nox während der EB-Entwicklung. Hierbei waren Nox-1an den Tagen 5 -10, 
Nox-2 an den Tagen 10 -15 und die Nox-4 an den Tagen 10 -18 vorhanden. Entscheidend für 
die kardiomyogenetische ROS-Bildung scheint aber Nox4 zu sein, denn ein ”gene-silencing“ 
mit siRNA inhibierte die kardiale Entwicklung im mES-Modell komplett (Li et al., 2006). 
Zum Ausschluss einer Beteiligung des mitochondrialen Elektronentransport-Komplexes I 
dient eine Inkubation mit Rotenon. Dieser Versuchsaufbau von Sharifpanah et al. (2008) 
zeigte aber keinen Effekt auf die ROS-Bildung im EB, und somit ist die mitochondriale 
Atmungskette wohl nicht an diesem Prozess beteiligt. Unsere Untersuchungen bestätigten die 
bisherigen Forschungsergebnisse durch die Nutzung des Radikalfängers N-(2-mercapto-
propionyl)-Glycin (NMPG), welcher die Effekte von GW9662 in der 
Kombinationsstimulation aufgehoben hatte. Damit postulierten wir eine spezifische 
Beteiligung der Nox-Familie und/oder der mitochondrialen Atmungskette an der GW9662-
induzierten ROS-Bildung im EB (Bartsch et al., 2011). Den von der ROS-Generierung-
abhängigen Differenzierungsprozess kardialer Zellen, welcher von Sharifpanah et al. (2008) 
beschrieben wurde, konnten wir mit Hilfe von NMPG in unseren Experimenten bestätigen 
(Abb. 5-4), denn die Kombinationsbehandlung von GW9662 und NMPG verringerte die 
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Auf der Grundlage der dargestellten 
Zusammenhänge zwischen der GW9662-
induzierten ROS-Generierung und der kardialen 
Entwicklung lassen sich nun die genetischen 
Expressionsmuster erklären. Denn Sharifpanah et 
al. (2008) demonstrierten die Interaktion zwischen 
einer gesteigerten PPAR-abhängigen ROS-
Generierung und der Expression kardialer Gene 
(Abb. 5-4). So konnte der PPAR-γ− Antagonist die 
frühen kardialen Marker isl1, tbx5 und hcn4 via 
ROS hochregulieren. Hierbei ist bekannt, dass 
Tbx5 und Nkx2.5 miteinander interagieren (Xu et 
al., 2009) und für die frühe Herzentwicklung 
entscheidend sind (Basson et al., 1997, Li et al., 
1997, Kasahara et al., 1998). Interessanterweise ist 
die Regulation des phylogenetisch hochkonservierten Transkriptionsfaktors Tbx5 wohl 
PPAR-γ-unabhängig, da die Zugabe des PPAR-γ-Antagonisten GW9662 und des Agonisten 
CGZ zu einer erhöhten mRNA-Expression führten (Abb. 5-3). Parallel dazu konnten keinerlei 
Unterschiede zwischen Inkubation mit CGZ und GW9662 bezüglich der Expression des 
Homeoboxprotein Nkx2.5 gefunden werden, was durch dessen Interaktion mit Tbx5 
begründet ist (Basson et al., 1997, Kasahara et al., 1998). Andererseits ist das LIM-
Homeoboxprotein Isl1 nur in den durch GW9662-stimulierten EBs hochreguliert, wodurch es 
zu einer verstärkten kardialen Differenzierung kommt. Denn dieses Protein ist ein Marker für 
Progenitorzellen des sekundären Herzfeldes (Cai et al., 2003, Li et al., 2008), aus denen sich 
in der weiteren Entwicklung Kardiomyozyten bilden können. Darum konnte die Behandlung 
mit dem PPAR-γ-Antagonisten auch eine Hochregulation von α-Aktinin induzieren, welches 
als spezifisch für differenzierte Herzmuskelzellen gilt. Des Weiteren regulierte GW9662 die 
Expression von hcn4, einem spezifischen Kanal der Schrittmacherzellen, hoch (Kleger et al., 
2010), was mit den gemessenen physiologischen Parametern der Kontraktionsfrequenz und 
der erhöhten Anzahl an sich kontrahierender EBs einhergeht. 
Daraus schlussfolgern wir, dass PPAR-γ nicht in die Kardiomyogenese involviert ist und 
seine Aktivierung die zellulären Prozesse der Herzentwicklung inhibiert. Nichtsdestotrotz 
spielen die PPARs eine entscheidende Rolle im Transkriptionsfaktor-Netzwerk der 
Abb. 5-4: Zusammenhang zwischen 
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 Abb. 5-5: Ergebniszusam-
menfassung der verwendeten 
PPAR-γ-Liganden auf die 
endotheliale Differenzierung, vor 
allem NO-Generierung, CD31 und 
α-SMA 
Kardiomyozytenbildung, denn diese Zellen exprimieren die PPARs, deren Korezeptoren 
RXRs sowie down stream-targets in sehr hohen Raten (Honda et al., 2005, Xu et al., 2009). 
Hieraus schlossen wir auf eine essentielle Beteiligung von PPAR-α innerhalb dieses 
Differenzierungsmechanismus, wie es von unserer Kollegin Sharifpanah et al., (2008) bereits 
beschrieben wurde (Abb. 5-4). 
 
Wirkung der PPAR-γ-Liganden auf die vaskuläre Differenzierung im EB-
Modell 
 
Die murine Angiogenese beginnt im Rahmen der embryonalen Entwicklung am Tag 3.25. 
Unser in vitro-System zeigte hingegen die ersten CD31+-Zellen am Tag 4 zeigte (Abb. 5-1), 
weshalb wir die Versuche zur vaskulären 
Differenzierung nach dem Tag 4 vollzogen. Die 
Vaskulogenese setzt sich aus sehr komplex regulierten, 
endothelialen und muskulären Differenzierungs-
mechanismen zusammen (Risau et al., 1988, Risau und 
Flamme, 1995, Iida et al., 2005). Deshalb untersuchten 
wir den Einfluss des PPAR-γ-Antagonisten auf die 
Entwicklung des Endothels. Wir zeigten im 
Ergebnisteil, dass GW9662 die Bildung von CD31+-
Strukturen aktiviert, wohingegen CGZ diese inhibiert 
(Abb. 5-5). Daraus lässt sich schließen, dass die 
Inhibierung von PPAR-γ die Genese und die 
Strukturierung der endothelialen Zellen fördert und im Umkehrschluss PPAR-γ einen 
antagonistischen Einfluss auf die Angiogenese hat (Risau und Flamme, 1995, Halama, 1999) 
(Abb. 5-6). Die Differenzierung der endothelialen Zellen wird v. a. durch die Generierung von 
Stickstoffmonoxid (NO) stimuliert (Bryan et al., 2009), weswegen wir dessen Bildung in 
Abhängigkeit der Stimulantien untersuchten (Abb. 5-6). Eine Aktivierung von PPAR-γ führte 
dazu, dass das zentrale Enzym der endothelialen NO-Produktion (eNOS) herunterreguliert 
wurde (Tontonoz et al., 1998). Darauf aufbauend, inhibierte CGZ die NO-Synthese und damit 
einhergehend die Strukturbildung des Endothels, was vorherige Studien ebenfalls 
dokumentiert hatten (Yang et al., 2013) (Abb.5-6). Des Weiteren konnten Calnek et al., 
(2003) und Schiffrin et al. (2005) unsere Daten untermauern, indem sie an humanen 
Endothelzellen die Reduktion von eNOS nach PPAR-γ-Aktivierung zeigten. Damit lassen 
sich auch die positiven Effekte der GW9662-Behandlung auf die Vaskulogenese erklären 
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Abb. 5-6: PPAR-γ-Liganden-Zusammenhang auf die 
Aktivierung und Inhibierung auf die Muskulatur und 
Endothel 
(Tian et al., 2009). Denn der PPAR-γ-Antagonist erhöhte eNOS-unabhängig die NO-Rate, 
was durch die gleichzeitige extreme Hochregulation der ROS aber wahrscheinlich maskiert 
wird (Xiao et al., 2013). Um dieses detaillierter zu eruieren, könnte die NO-Synthese in 
Kombination mit ”radical scavenger“, wie z. B. Trolox, analysiert werden. 
 
Des Weiteren sind in den 
angiogenetischen Prozess 
verschiedene Wachstumsfaktoren 
involviert, welche ebenso der 
PPAR-Regulation unterliegen 
oder zumindest von den PPARs 
beeinflusst werden. VEGF bildet 
ein Schlüsselmolekül des 
vaskulogenetischen Signal-
netzwerkes und ist reziprok mit 
NO über HIF-1 reguliert (Kimura 
und Esumi, 2003). Die gezeigten 
Ergebnisse der Aktivierung von 
PPAR-γ in Bezug auf NO können 
demnach zu einer Herunterregulation von VEGF führen und somit die geschilderte Inhibition 
der Endothelentwicklung erklären. Frühere Studien zeigten außerdem auch, dass der anti-
angiogene Effekt der PPAR-γ-Agonisten wahrscheinlich über den Akt-Pathway (Goetze et 
al., 2002) die Phosphorylierung von VEGF-Rezeptoren und inhibiert somit die Bildung und 
Proliferation von Endothelzellen unterdrückt (Xin et al., 1999). Ein weiterer wichtiger 
Wachstumsfaktor für die Vaskulogenese ist Angiotensin (Roks et al., 2011), welches 
ebenfalls der Regulation durch PPAR-γ-Agonisten zu unterliegen scheint (Abb. 5-6). Hierbei 
steht zur Diskussion, dass die angiotensinogenen und angiotensin-umwandelnden Enzyme, z. 
B. ”angiotensin converting encyme“ (ACE), durch PPAR-γ unterdrückt werden können und 
somit wiederum die Endothelbildung stören (Ren et al., 2011). Diese Effekte und die im 
Karzinom gefundene NFκB-abhängige Blockierung der Entzündungsreaktion lassen PPAR-γ-
Agonisten als Medikament in der Antitumortherapie als (Neo-) Angiogenesehemmer in 
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Im Folgenden soll die Differenzierung zu glatten Muskelzellen diskutiert werden, welche im 
Rahmen der murinen Embryogenese an Tag 9 einsetzt (McHugh et al., 1995). Wie bereits 
gezeigt und diskutiert (siehe Abb. 5-1), beginnt die Synthese des α-SMA an Tag 6 in der in 
vitro-Kultur mit einem Maximum an Tag 12 (Clément et al., 2006), woran wir unseren 
weiteren zeitlichen Versuchsaufbau orientierten. Allerdings lässt sich durch unsere 
Untersuchung keine spezifische Aussage über die Bildung von endothelialen VMSCs treffen, 
denn die detektierten α-SMA+-Zellen könnten auch an der Bildung der inneren Organe, des 
Urogenitalsystems, der Lymphgefäße und der Atemwege beteiligt sein (McHugh et al., 1995). 
Derzeit gibt es aber auch keine wissenschaftliche Methodik, mit der es möglich wäre, selektiv 
VMSCs aus der EB-Kultur zu isolieren (Isayama et al., 2013), daher wären 
Stimulationsexperimente mit einer VMSC-Zelllinie oder mit Hilfe von Versuchstieren 
zielführender. Nichtsdestotrotz argumentieren wir im Folgenden unsere Ergebnisse 
vornehmlich mit Bezug auf die Vaskulogenese, welche im Zentrum unserer Arbeit stand 
sollte. Interessanterweise verhält sich die Entwicklung der glatten Muskulatur konträr zu den 
beschriebenen Reaktionen der PPAR-γ-Agonisten bzw. -Antagonisten auf das Endothel. So 
induzierte CGZ die Differenzierung von mES-Zellen zu glatter Muskulatur, und andererseits 
führte die Antagonisierung von PPAR-γ zur Inhibition dieses Entwicklungsmusters (Abb. 5-
6). Zu vergleichbaren Ergebnissen kamen auch vorhergehende Untersuchungen, in denen die 
Proliferation und Migration von VMSCs durch PPAR-γ-Agonisten inhibiert wurde 
(Yoshimoto et al., 1999). Ebenso wurde im Tiermodell eine PPAR-γ-induzierte Reduktion der 
α-SMA-Expression gefunden, was mit einer Inhibition der VSMCs-Bildung und deren 
Proliferation einherging (Zhang et al., 2010). Ein Grund für den detektierten Effekt von 
PPAR-γ auf diese Differenzierung könnte dessen Einfluss auf verschiedene 
Wachstumsfaktoren sein, denn die Entwicklung der vaskulären, glatten Muskulatur wird von 
diesen Faktoren initiiert, reguliert und moduliert (Jozkowicz et al., 2000, Hellberg et al., 
2010, Yang et al., 2013, Lien et al., 2013). Zuerst soll die Interaktion der PPARs mit PDGF 
beschrieben und diskutiert werden (Hellberg et al., 2010). Dieses Molekül wird in VMSCs 
von PPAR-γ über Proteinkinase G moduliert, wodurch die PPARs in Korrelation zu unseren 
Daten stark in deren zelluläre Prozesse und Differenzierung involviert sind (Yang et al., 
2013). Des Weiteren fanden Lien et al. (2013), dass “tissue growth factor”-β (TGF-β) die 
Entwicklung von SMCs aus mesenchymalen Zellen aktiviert heraus. Dieses wurde unter 
anderem durch regulatorische Effekte von PPAR-γ und PPAR-β/δ auf die Synthese von TGF-
β zurückgeführt (Lien et al., 2013). Ein schon während der Endothelentwicklung 
angesprochener Faktor ist VEGF, dessen Wirkung auf die glatte Muskulatur sehr kontrovers 
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diskutiert wird. Hier könnte die Pleiotropie der Aktivierung von PPAR die entscheidende 
Rolle spielen, da eine Abnahme des VEGF-Rezeptors in endothelialen Zellen durch den 
Anstieg der VEGF-Generierung in VSMCs oder Makrophagen begleitet wird (Jozkowicz et 
al., 2000). Die direkte inhibitorische Wirkung von PPAR-γ auf die Expression und Synthese 
von VEGF ist hierbei noch nicht restlos erforscht und daher Gegenstand derzeitiger 
Forschung (He et al., 2008). 
Nichtsdestotrotz können unsere Daten lediglich auf die allgemeine Genese der glatten 
Muskulatur hindeuten. Um eine spezifische vaskuläre Entwicklung zu untersuchen, müssten 
weitere Experimente folgen. Dazu würden sich Stimulationsversuche mit PPAR-γ-Agonisten 
und -Antagonisten und einer VMSC-Zelllinie anbieten, wobei auch die angedeuteten Effekte 
auf die Wachstumsfaktoren studiert werden könnten. 
 
5.3 Klinischer Aspekt & Ausblick 
 
Herz-Kreislauf-Erkrankungen sind die Haupttodesursache in der westlichen Welt, denn 2011 
starben z. B. in Deutschland daran 398.529 Menschen (Schelo–Statistisches Bundesamt 
Deutschland, Pressemitteilung Nr. 425 vom 06.12.2012). Es ist bekannt, dass PPAR-γ durch 
die Modulation von Entzündungsreaktionen auf das kardiovaskuläre System wirkt, dennoch 
konnten die zugrundeliegenden Signalwege bisher nicht aufgespürt werden (Libby und 
Putzki, 2007; Ding et al., 20114). Aufgrund ihrer Wirkung wurden PPAR-γ-Agonisten als 
Therapeutika gegen Artheriosklerose, kardiovaskuläre Erkrankungen und 
Stoffwechselerkrankungen entwickelt, welche in vitro kardioprotektive Effekte 
dokumentierten (Wang et al., 2003). Klinische Studien konnten diese Ergebnisse nicht 
bestätigen, denn durch die Patientenbehandlung mit TZD wurden erhöhte 
Herzinsuffizienzraten verursacht (Marx et al., 2001, Wooltorton et al., 2002). Unsere 
ermittelten Daten können diese in vivo-Untersuchungen auf molekularer Ebene ansatzweise 
erklären, denn die PPAR-γ-Agonisten inhibieren dosisabhängig die Differenzierung zu 
endothelialen und kardialen Zellen. Dennoch bleiben die PPARs im Fokus des 
wissenschaftlichen Interesses, v. a. aufgrund ihres Potentials zur Therapie von Arteriosklerose 
und Diabetes mellitus Typ II. Die Zukunft der PPAR-Agonisten liegt in einer 
pharmakologischen Weiterentwicklung der unterschiedlichen Isoformen, weil sowohl 
Verträglichkeit als auch Wirksamkeit verbessert werden müssen (Kendall et al., 2006). Als 
Beispiel wäre Balaglitazon zu nennen, welches eine um 80 % reduzierte Affinität zu PPAR-γ 
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verglichen mit Rosiglitazon (RGZ) aufweist und eine bessere kardiovaskuläre Verträglichkeit 
bei gleichzeitig stabilem Blutzuckerspiegel zeigt (Pégorier et al., 2005). Weitere Forschungen 
laufen in die Richtung eines ungesättigten non-TDZ-Derivats, z. B. PAT5A (Misra et al., 
2003). Diese nTDZpa (non-TDZ-PPAR-γ-Agonisten) sind potente selektive PPAR-γ-
Modulatoren; sie zeigten im Mausmodell positive Effekte auf Hyperinsulinämie und -
glykämie (Berger et al., 2003, Misra et al., 2003). Allerdings entwickeln die reinen PPAR-α 
und -γ-Agonisten Nebenwirkungen in Bezug auf kardiovaskuläre Erkrankungen, 
Ödembildungen und Nierenversagen (Nissen et al., 2005). Daher liegt ein weiterer 
Forschungsschwerpunkt auf der Synthese von dualen α/γ-Agonisten, welche die positiven 
Effekte von PPAR-α auf den Fettstoffwechsel und von PPAR-γ als Insulinsensitizer verbinden 
(Kendall et al., 2006). Diese potentiellen Medikamente würden wahrscheinlich auch die 
negativen Einflüsse auf das kardiovaskuläre System minimieren, wie wir in unserer 
Diskussion und unterstützt durch unsere Kollegen (Sharifpanah et al., 2008) darstellen 
konnten (Abb. 5-4, Abb. 5-6). Außerdem könnte die CGZ-abhängige Blockierung des 
Endothelwachstums von Nutzen sein, indem mit TDZ-beschichtete Stents implantiert werden, 
was wahrscheinlich zu einem offenen Gefäßlumen in Koronararterien führen würde (Geng et 
al., 2009). 
 
5.4 Zusammenfassende Interpretation der gesetzten Zielstellungen 
 
Aus den vorliegenden Ergebnissen und der darauf aufbauenden Diskussion schließen wir, 
dass … 
 
1.) … der EB ein optimales in vitro-System zur Untersuchung der Differenzierung von 
mesodermalen Strukturen ist, da wir die endotheliale Differenzierung am Tag 5 -10 
und am Tag 18 sowie die Entwicklung der glatten Muskulatur am Tag 10 -14 
feststellen konnten, 
2.) … alle drei PPAR-Isotypen in CGR8 mES-Zellen nachweisbar sind und daher die 
Differenzierungsprozesse zu beeinflussen scheinen, 
3.) … die Konzentrationen von 10 µM CGZ und GW9662 keine Apoptose einleiten und 
deswegen bedenkenlos in der EB-Kultur verwendet werden können, 
-DISKUSSION- 
 
- 79 -  
4.) … der PPAR-γ-Agonist CGZ auf die kardiale und endotheliale Differenzierung zwar 
antagonistisch wirkt, wohingegen eine verbesserte Entwicklung der glatten Muskulatur 
 dokumentiert werden konnte (Abb. 5-7), 
5.) … der PPAR-γ-Antagonist GW9662 einen agonistischen Effekt auf die Kardiogenese und 
die Differenzierung des Endothels hatte, wohingegen er inhibierend auf die glatte 
Muskulatur wirkte (Abb. 5-7), 
6.) … CGZ sowohl die ROS-Generierung als auch die NO-Synthese inhibierte, wohingegen 
GW9662 die ROS-Bildung erhöhte und auf NO keinen Einfluss hatte. Wir 
schlussfolgerten, dass die PPAR-abhängige Regulation der ROS eine entscheidende 
Rolle während der kardialen Entwicklung spielt. 
 
Letztendlich klärt die vorliegende Arbeit somit die zu Beginn als Ziele definierten 
Fragestellungen (siehe Kapitel 2) weitgehend auf. Zudem könnte durch den angesprochenen 
PPAR-knock-down ein weiterer Erkenntnisgewinn in Bezug auf die Kardiovaskulogenese 
erzielt werden. Dieser experimentelle Versuchsansatz bietet unserer Arbeitsgruppe gegenwärtig 
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Zellkulturflaschen 50 ml 
 
PP-Röhrchen 15 ml 
 






Zellkultur Petrischalen 100x20, 
adhärent 
 
Zellkultur Petrischalen adhärent, ø 40 
x 11 mm 
 
ø 22 mm Deckgläschen 
 
 
Cryoröhrchen mit Innengewinde 
 
 
Multisicherheitsreaktionsgefäße 0,5 ml 
 
 
Multisicherheitsreaktionsgefäß 2,0 ml 
 
 








quantitative RT-PCR  






Greiner Bio-one International AG, Essen,  
 
Greiner Bio-one International AG, Essen,  
 
Greiner Bio-one International AG, Essen,  
 
Greiner Bio-one International AG, Essen,  
 
Greiner Bio-one International AG, Essen,  
 
Greiner Bio-one International AG, Essen,  
 
 






Carl Roth Laborbedarf GmbH, Karlsruhe, 
Deutschland 
 
Carl Roth Laborbedarf GmbH, Karlsruhe, 
Deutschland 
 
Carl Roth Laborbedarf GmbH, Karlsruhe, 
Deutschland 
 




Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 
 
Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 
 
 
Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 
 
 























Zentrifuge Universal 30RF 
 
AllegraTM 21 R Centrifuge 
 
Brutschränke: 
DH Autoflow, CO2 Air-Jacketed 












Seriennr.: F9PN62966D  
 
Ultraschall-Homogenisator: 
















Carl Zeiss AG, Oberkochen 
 
Carl Zeiss AG, Oberkochen 
 
Carl Zeiss AG, Oberkochen 
 
 







Beckman CoulterTM GmbH, Krefeld 
 
 




Sartorius AG, Göttingen  
 
OHAUS® Corporation, USA  
 
 
Grant in the laboratory, Cambridge, England 
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SDS-Page: 









Eppendorf Mastercycler Gradient 
 




Standard Power Pack P25 
 


























LSM Image Examiner 
 
 
Rotor-Gene Q Series Software 
2.0.2.  
 
Magelan© Analyseprogramm  
 
Bio-Rad Laboratories GmbH, München 
 
Bio-Rad Laboratories GmbH, München  
 
Quansys Biosiences, Logan, Utah, USA 
 
Kisker Biotech GmbH & Co. KG, Steinfurt 
 
 
Eppendorf Research®, Eppendorf AG Hamburg 
 
Qiagen GmbH, Hilden 
 
Biometra, biomed. Analytik GmbH, Göttingen 
 
Biometra, biomed. Analytik GmbH, Göttingen 
 
AEG GmbH, Berlin 
 
 
INTEGRA, Biosciences, Ziezers, Schweiz 
 








SYSTAT Software GmbH, Erkrath 
 
GraphPad Instat Software, Inc., La Jolla, USA 
 
 
Bio-Rad Laboratories GmbH, München 
 
SynGene, A Division of Synoptics Ltd, 
Cambridge, UK 
 
SynGene, A Division of Synoptics Ltd, 
Cambridge, UK 
 
Carl Zeiss AG, Jena 
 
 
Qiagen GmbH, Hilden 
 
 
Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim  
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LAS 3000 IR (Luminescence Image 
Analyse System 3000) 
 




Basal Iscov Medium,  
ohne Glutamin 
 
Dulbecco´s PBS ohne Ca/Mg 
 
 
Dulbecco`s Modified Eagle Medium 
(D-MEM) 500 ml, 4,6 g/L Glucose, 
L-Glutamin, ohne Pyruvat,  
 
G-MEM (Glasgow minimal essential 
medium) 
 
Dulbecco`s Modified Eagle Medium 
(D-MEM) 500 ml, 4,6 g/L Glucose, 
















Trypsin/EDTA 25 % 
 
Immunhistochemie: 
Glycerin Rotipuran  
 
Triton X 100 
 






Biochrom AG, Berlin 
 
 
PAA the cell culture company, Pasching, 
Österreich 
 




SIGMA ALDRICH Chemie GmbH, 
München 
 





PAA the cell culture company, Pasching, 
Österreich 
 
PAA the cell culture company, Pasching, 
Österreich 
 
Chemicon GmbH, Schwalbach 
 
SIGMA ALDRICH Chemie GmbH, München 
 
 
SIGMA ALDRICH Chemie GmbH, München 
 
GIBCO Invitrogen GmbH, Karlsruhe 
 
 
Carl Roth Laborbedarf GmbH, Karlsruhe 
 
Carl Roth Laborbedarf GmbH, Karlsruhe 
 
Carl Roth Laborbedarf GmbH, Karlsruhe 
The Merck Group KGaA, Darmstadt 
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Bradford-Bestimmung: 
Bradford Reagent  
 






































Protein Ladder, biotinyliert 
 
ECL Western blotting detection 








SIGMA Life Science, München 
 
Carl Roth Laborbedarf GmbH, Karlsruhe 
 
 
Carl Roth Laborbedarf GmbH, Karlsruhe 
 
SIGMA ALDRICH Chemie GmbH, München 
 
SIGMA ALDRICH Chemie GmbH, München 
 
SIGMA ALDRICH Chemie GmbH, München 
 
SIGMA ALDRICH Chemie GmbH, München 
 
SIGMA ALDRICH Chemie GmbH, München 
 
SIGMA ALDRICH Chemie GmbH, München 
 
 
Carl Roth Laborbedarf GmbH, Karlsruhe 
 
Bio-Rad Laboratories GmbH, München 
 
Bio-Rad Laboratories GmbH, München 
 
Merck Chemicals, Darmstadt 
 
SIGMA ALDRICH Chemie GmbH, München 
 
SIGMA ALDRICH Chemie GmbH, München 
 
Carl Roth Laborbedarf GmbH, Karlsruhe 
 
SIGMA ALDRICH Chemie GmbH, München  
 
Carl Roth Laborbedarf GmbH, Karlsruhe 
 
Invitrogen GmbH, Karlsruhe 
 
Cell Signaling Technology, Frankfurt/M. 
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Dimethylsulphoxid (DMSO) 
HYBRI-MAX®, ≥99.7 % 
 
Ethanol ≥99,8 % Rotipuran 
 



























RNAeasy Mini Kit (250) 
 
cDNA-Synthese: 
Red Load Taq Master 
 





TBE 10x Puffer 
 
RT-PCR: 
QuantiFast SYBR Green PCR  
SIGMA ALDRICH Chemie GmbH, München  
 
 
Carl Roth Laborbedarf GmbH, Karlsruhe 
 
Carl Roth Laborbedarf GmbH, Karlsruhe,  
 
 
Cayman Chemical Company, Michigan, USA 
 
Santa Cruz biotechnology, Inc., Heidelberg 
 
SIGMA ALDRICH Chemie GmbH, München 
 
Cayman Chemical Company, Michigan, USA 
 
 
Invitrogen GmbH, Karlsruhe 
 
 
Invitrogen GmbH, Karlsruhe 
 
Invitrogen GmbH, Karlsruhe 
 
Invitrogen GmbH, Karlsruhe 
 
 
Promega GmbH, Salzburg, Österreich 
 
 
Qiagen GmbH, Hilden 
 
Qiagen GmbH, Hilden 
 
 
Jena Bioscience, Jena 
 
Biozym Scientific GmbH, Hessisch 
Oldendorf 
 
Carl Roth Laborbedarf GmbH, Karlsruhe 
 
Life technologies GmbH, Darmstadt, Gibco 
Cell Culture  
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8.1.4 Antikörper 
 
Anti-CD31, rate anti-mouse, 
monoklonal 
 
Anti-α-Actinin (Sarcomeric) mouse 
anti-mouse, monoclonal 
 
Anti-α-smooth muscle-Aktin rabbit 
anti-mouse, polyclonal 
 
Anti-GAPDH rabbit anti-mouse, 
polyclonal 
 
Anti-biotin HRP-linked Antibody 
 
Anti rabbit IgG-HRP 
 




Cy5-konjugierte IgG ,anti -rate 
 
Cy5-konjugierte IgG, anti -rabbit 
  
Cy3-konjugierte IgG, anti-rate 
 
Cy2-konjugierte IgG , anti-rate 
 
Anti-p27 Kip 1(phospho S10)  
[EP233(2)Y], Rabbit anti mouse, 
monoclonal 
 
Anti-Caspase 3, Rabbit anti mouse, 
polyclonal 
 
Anti-Cleaved Caspase 3 (Asp175), 
Rabbit anti -mouse, polyclonal 
 




Phospho eNOS Antibody . 
(Ser1177), rabbit, polyclonal 
 
Chemicon International GmbH, Schwalbach, 
 
 
Sigma Aldrich, St.Louis,USA 
 
 
Abcam Inc., Cambridge, MA, USA 
 
 
Abcam Inc., Cambridge, MA, USA 
 
 
Cell Signaling technologies, Frankfurt/M. 
 
Santa Cruz biotechnology, Inc., Heidelberg 
 
Abcam Inc., Cambridge, MA, USA 
 
Invitrogen GmbH, Darmstadt 
 
Chemicon International GmbH, Schwalbach 
 
Chemicon International GmbH, Schwalbach 
 
Chemicon, International GmbH, Schwalbach 
 
Chemicon International GmbH, Schwalbach 
  




Cell Signaling technologies, Frankfurt/M. 
 
 
Cell Signaling technologies, Frankfurt/M. 
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8.1.5 Oligonukleotide 
 
8.1.6 Lösungen und Medien 
 












inaktiviertes fetales Kälber Serum (SIGMA) filtriert 
L-Glutamin 
β-Mercaptoethanol „working solution“ 








Basal Iscove Medium 
inaktiviertes fetales Kälber Serum (SIGMA) filtriert 
































SIGMA Life Science, 
München 
mki67 (94 bp) for. 5´-GAGCGGCGGCCAGAGCTAAC-3´ 
rev. 5´-AGGGCGGAGAAGCCTCTCGG-3´ 
SIGMA Life Science, 
München 
mhcn4 (546 bp) for. 5´-GGAGTATCCCATGATGCGGAG -3´ 
rev. 5´-GGCAGGAGAGGGCTCAATCCA-3´ 
SIGMA Life Science, 
München 
mtbx5 (153 bp) for. 5´-GGAGCCTGATTCCAAAGACA-3´ 
rev. 5´-TTCAGCCACAGTTCACGTTC-3´ 
SIGMA Life Science, 
München 




SIGMA Life Science, 
München 
misl1 (174 bp) for. 5´-ATGATGGTGGTTTACAGGCTAAC-
3´ 
rev. 5´-TCGATGCTACTTCACTGCCAG -3´ 
SIGMA Life Science, 
München 
mpol2a (142 bp) for. 5´-GACAAAACTGGCTCCTCTGC 3´ 
rev. 5´-GCTTGCCCTCTACATTCTGC-3´ 











D-MEM (# 42430, Gibco) 
Inaktiviertes FBS (Sigma) 
NEAA 
Β-Mercaptoethanol (unverdünnt) 






D-MEM (# 42430, Gibco) 
Inaktiviertes fetales Kälberserum (Sigma) 






Basal Iscove Medium 















Trenngel 6 %                                                 12 %  
40 % Acrylamid 
1,5 M Tris-HCl, pH8,8 





15 %                                             30 % 
25 %                                             25 % 
1 %                                               1 % 
58 %                                             43 % 
1 %                                               1 % 
0,06 %                                          0,06 % 
Sammelgel 3 %                                                4 % 
40 % Acrylamid 
1 M Tris-HCl, pH 6,8 
10 % SDS 
bidestilliertes Wasser 
10 % APS 
TEMED 
 
   15 %                                             20 % 
   25 %                                             25 % 
   1 %                                               1 % 
   58 %                                             53 % 
   1 %                                               1 % 
   0,06 %                                          0,06 % 
SDS-Page Ladepuffer 2 % Stripping-Buffer (Redetektionspuffer) 
0,5 M Tris, pH 6,8                   2,5 ml 
10 % SDS                                2 ml 
99 % Glycerol                         1 ml 
Harnstoff                                 3,6 g 
Bromphenolblau                     10 mg 
DTT                                        500 mg 
Bidestilliertes Wasser             10 ml 
10 % SDS                                       2 % 
1 M Tris-HCl, pH 8,0                    6,25 mM 









1 M DTT (Endkonzentration 1 mM) 
0,1 M PMSF (Endkonzentration 1 
mM) 
10 mg/ml Aprotinin 
 (Endkonzentration 10 µg/ml) 
0,5 mg/ml PepstatinA  
 (Endkonzentration 5 µg/ml) 
5 mg/ml Leupeptin (Endkonzentration 
25 µg/ml) 
Natriumvanadat (Endkonzentration 1 
mM) 
Phosphatase Inhibitor Cocktail 
 (Endkonzentration 1 µl/ml) 
 
1 M Tris-HCl, pH 7,5 (Endkonzentration 20 
mM) 
10 % Triton X-100 (Endkonzentration 1 %) 
0,1 M EDTA (Endkonzentration 1 mM) 
Destilliertes Wasser 
10x Transferpuffer (pH 8,3) 5x Laufpuffer 
30,3 g Tris Base 
144,0 g Glycine 
20 % Methanol 
15,1 g/l (Endkonzentration 1 x Puffer 25 mM) 
Tris  
72,0 g (Endkonzentration 1 x Puffer 200 mM) 
Glycin 
10 % SDS-Lösung in H2O (Endkonzentration 







599 µl DMSO + 10 mg Ciglitazon 
750 µl DMSO + 10 mg Ciglitazon 
150 µl 20 mM Lsg. + 150 µl DMSO 





1,807 ml DMSO + 5 mg 
60 µl 10 mM Lsg. + 240 µl DMSO 
50 µl 2 mM Lsg. + 150 µl DMSO 
 
E1-Puffer (1000 ml) 
 
Protease Inhibitor 
135 mM NaCl 
5,4 mM KCl 
1,8 mM CaCl2 
1 mM MgCl2 (98 %) 
10 mM Glukose (99,5 %) 
10 mM HEPES 
1 mM Sodiumorthovanadat 
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